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POVZETEK 
Katepsin X je ena najkasneje odkritih cisteinskih peptidaz, ki se od ostalih katepsinskih 
proteaz razlikuje v svoji izključno eksopeptidazni aktivnosti, za katero so odgovorne njene 
strukturne lastnosti. Najdemo ga v celicah imunskega sistema in v celicah živčevja, njegova 
aktivnost, ki večinoma temelji na cepitvi C-končnih aminokislinskih ostankov integrinskih 
receptorjev na celicah imunskega sistema, pa ima pomembno vlogo pri adheziji in migraciji 
celic. Njegovo delovanje je vpleteno v razvoj številnih bolezni, med najpomembnejšimi pa 
je razširjanje raka v fazi metastaziranja in razvoj nevrodegenerativnih bolezni. Zaviralci tega 
encima predstavljajo dobro osnovo za razvoj protitumorskih učinkovin. 
V predhodnih raziskavah so odkrili zelo učinkovit zaviralec katepsina L-trans-
epoksisukcinil-L-levcilamido(4-gvanidino)butan (E-64), ki pa bi zaradi ireverzibilne narave 
vezave na encim in druge nespecifične tarče v organizmu lahko povzročal številne neželene 
učinke. Razvoj potencialnih učinkovin gre zato v smeri reverzibilnih zaviralcev. Za spojino 
z najboljšo zaviralno aktivnostjo se je zaenkrat izkazala spojina Z9. Glede na molekulsko 
modeliranje in predhodna testiranja spojin je na mestu predpostavka, da je triazolni obroč 
ključen za vezavo in delovanje encima, z modifikacijo benzodioksanskega dela pa bi lahko 
učinkovitost še izboljšali. 
Sintetizirali smo spojine z acetofenonskimi in acetilindolnimi fragmenti, pripravili pa smo 
tudi spojino, ki ob triazolnem in acetilnem delu molekule vsebuje preprost aliciklični 
strukturni element. Z reakcijami, ki so v večini primerov potekale v dveh stopnjah, smo 
sintetizirali 19 spojin, ki smo jih biokemijsko testirali tako, da smo ugotavljali rezidualno 
aktivnost katepsina X po vezavi potencialnega inhibitorja nanj, ki smo jih redčili do 
koncentracije 50 µM. 
Štiri spojine so zavrle encim v enakem koncentracijskem območju kot spojina Z9. Gre za 
spojine 13, 14, 17 in 29, katerim je skupen heteroatom, sposoben tvorbe vodikove vezi ter 
hidrofobni del, ki bi s hidrofobnimi interakcijami v hidrofobnem S2 žepu lahko pomenile 
pomembno strukturno lastnost za uspešno vezavo na encim. Najšibkeje so encim zavirale  
spojine, ki imajo na fenonski obroč pripete substituente z izrazito polarnimi lastnostmi.  
Ključne besede: katepsin X, triazolni zaviralci, protitumorske učinkovine  
vii 
 
ABSTRACT 
Cathepsin X is one of the latest discovered cysteine peptidases, which differs from others in 
its exclusively exopeptidase acitivity, caused by specific structural characteristics. It is 
mostly present in immune cells and neuronal system. Its enzymes activity is based on the 
ability of cleaving C-terminal amino acid residues of integrine receptors in cells of immune 
system. This mechanism plays an important role in cell adhesion and migration. Cathepsin 
X is involved in evolution of many diseases but its role is mostly explored in progress of 
cancer and neurodegenerative diseases. Inhibitors of cathepsin X have very good potential 
of becoming an effective way of treating tumors.  
In previous research, a very effective inhibitor L-trans-epoxysuccinyl-L-leucylamido(4-
guanidino)butane (E-64) was identified. Due to its irreversible binding into the cathepsin X 
active site, and due to unspecific binding with other proteins, it can cause side effects. 
Therefore, the development of new inhibitors is focused on discovering the substances that 
bind to the enzyme in a specific and reversible manner. Uptill now, compound Z9 is the 
most effective compound synthetized and evaluated on isolated cathepsin X and in cell-
based assays. Based on the results of molecular modelling and previous assays, the triazole 
seems essential for the inhibitor binding and inhibiting activity. On the other hand, 
modifications of benzodioxane fragment of compound might improve the binding 
properties. 
We synthetized compounds with acetophenone and acetoindole fragments. Additionally, one 
compound with a simplistic alicyclic fragment instead of aromatic cycle was also prepared. 
With reactions that consist of two steps, we prepared 19 compounds that were biochemically 
assayed. In those tests we measured residual activities of the enzyme after binding of 
potentional inhibitors at 50 µM concentration.  
.Four compounds demonstrated residual activities in the same concentration range as Z9, 
namely 13, 14, 17 and 29. Their structure consists of a heteroatom, that could bind into the 
active site with hydrogen bonds, and a hydrophobic fragment that might bind with 
hydrophobic interactions to S2 pocket. The highest residual activities was measured for 
compounds containing polar substituents on aromatic ring. 
Key words: cathepsin X, triazole inhibitors, antitumor compounds 
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SEZNAM OKRAJŠAV   
AIDS   sindrom pridobljene imunske pomanjkljivosti 
ALS   amiotropična lateralna skleroza 
Cat   katepsin 
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d   dublet 
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DMF   dimetilformamid 
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1. UVOD 
1.1 PEPTIDAZE 
Peptidaze so encimi, ki imajo pomembno vlogo v vseh živih organizmih, tako ljudeh in 
živalih, kot tudi v rastlinah in mikroorganizmih, saj katalizirajo hidrolizo peptidne vezi v 
polipeptidnih verigah proteinov. S tem pripomorejo k nastanku manjših proteinov, ki jih 
organizem nato uporabi za nadaljnje procese, tako na celičnem nivoju, kot tudi tekom 
fizioloških in patoloških procesov. Nahajajo se v vseh večjih organskih sistemih, predvsem 
pa v prebavnem in imunskem sistemu ter v krvnem obtoku (1, 2). 
Poznamo šest skupin peptidaz, katerih delitev je definirana glede na aminokislino, ki se 
nahaja v aktivnem mestu in je odgovorna za cepitev peptidne vezi. Poznamo aspartatne, 
glutamatne, cisteinske, serinske, treoninske, asparaginske in metalopeptidaze (3, 4). 
Delimo jih na eksopeptidaze, ki odcepijo eno ali več aminokislinskih ostankov s 
terminalnega konca peptidne verige in endopeptidaze, ki peptidno vez cepijo znotraj 
peptidne verige. Eksopeptidaze delimo še na aminopeptidaze, katere cepijo aminokisline na 
N-terminalnem koncu ter na karboksipeptidaze, ki ostanke cepijo na C-terminalnem koncu 
peptida oziroma proteina (2). 
 
1.2 CISTEINSKI KATEPSINI 
Katepsini so sesalski proteini iz skupine cisteinskih proteaz. Gre za največjo skupino 
lizosomalnih peptidaz. Glede na aminokislinski ostanek v njihovem aktivnem mestu, ki 
zagotavlja katalitsko aktivnost, jih delimo med serinske (A in G), aspartatne (D in E) in 
cisteinske. Po strukturi so vsi monomerni proteini, z izjemo katepsina C, ki tvori oligomere. 
Tako kot druge cisteinske peptidaze v svojem aktivnem mestu vsebuje triado Cys-His-Asn 
in so poimenovane po cisteinu, aminokislinskem ostanku, ki deluje kot nukleofil pri reakciji 
s substratom (5, 6). 
Beseda katepsin izhaja iz besede kathepsein, kar v grškem jeziku pomeni prebaviti. Od do 
sedaj znanih 11 katepsinov se jih nekaj nahaja v vseh tkivih človeškega organizma (B, H, L, 
C), ostale pa najdemo v specifičnih tkivih (S, V, X, O, K , F, W). Na začetku je veljalo 
prepričanje, da so odgovorni za razgradnjo proteinov v lizosomih, ki tem encimom 
zagotavljajo kisle in reducirajoče pogoje, ki jih katepsini za svoje delovanje potrebujejo. 
Danes vemo, da se nahajajo tudi v ostalih delih celice, v jedru, citosolu, na membrani, 
najdemo pa jih tudi v izven celičnem okolju. Katepsini, ki protein cepijo kot endopeptidaze 
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(B, H, L, S, K), se aktivirajo sami ob znižanju pH, eksopeptidazni encimi (B, C, H, X) pa za 
svojo aktivacijo potrebujejo reducirajoče pogoje endopeptidaze (katepsin L ali S). Glede na 
prej opredeljeno delitev eksopeptidaz, se katepsina B in X uvrščata med karboksipeptidaze, 
H in C pa med aminopeptidaze (5, 7–9). 
Katepsini imajo pomembno vlogo v fizioloških procesih, prav zaradi tega pa so pogosto 
pomembni dejavniki pri razvoju in poteku bolezni, kot so artritis, osteoporoza, AIDS, 
imunske bolezni, ateroskleroza, rak in številnih drugih (7). 
 
1.3 KATEPSIN X 
1.3.1 Strukturne lastnosti 
Katepsin X, znan tudi kot katepsin Z ali P, je relativno pozno odkrit monomerni globularni 
protein, ki je po aminokislinskem zaporedju, dolžini verige in zvijanju proteina podoben 
papainu. Uvrščamo ga v skupino papainu podobnih cisteinskih proteaz, natančneje, v 
družino C1 klana CA. Medtem ko večina katepsinov izkazuje tako ekso- kot tudi 
endopeptidazno aktivnost, je katepsin X po načinu delovanja eksopeptidaza, ki izkazuje 
pretežno karboksimonopeptidazno aktivnost, v nekoliko manjši meri pa deluje tudi kot 
karboksidipeptidaza. Njegova endopeptidazna aktivnost je komaj zaznavna (8, 10, 11). 
Pri nastanku proteina se zaporedje nukleotidov mRNA prepiše v 303 aminokislinskih 
ostankov dolg prepro-protein in potuje do endoplazmatskega retikuluma, kjer potečejo 
posttranslacijske modifikacije. Nato vstopi v Golgijev aparat, kjer se veže na manoza-6-
fosfatni receptor. Sledi tvorba veziklov, ki se transportirajo do lizosomov (12). 
Proregija katepsina X je z 38 aminokislinskimi ostanki bistveno krajša od proregij ostalih 
katepsinov in edina med njimi, ki se z reverzibilno kovalentno disulfidno vezjo veže na 
encim, natančneje v njegovo aktivno mesto (Cys10-Cys31). Zaporedje proregije se ne zvija 
v sekundarno konformacijo, temveč v iztegnjeni obliki zapira aktivno mesto in s tem 
preprečuje dostop substrata do njega ter tako regulira proteolitično aktivnost encima. 
Kovalentna vez med proregijo in encimom ter položaj proregije sta tudi razloga, da katepsin 
X ni sposoben avtoaktivacije, pač pa za to potrebuje reducirajoče pogoje drugih lizosomalnih 
endopeptidaz (katepsin L) (13). 
Zrel protein tvori 242 aminokislinskih ostankov (Leu1-Val242) v obliki dvodomenske 
strukture: N-končna domena, kjer se zaporedje zvija v obliki α-vijačnic ter C-končna domena 
v obliki β-ravnine. Med seboj tvorita stik in se na vrhu ločita v žep v obliki črke V, v katerem 
se nahaja aktivno mesto s triado Cys31-His180-Asn200, to so predstavniki obeh domen. 
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Histidin ima v tej triadi s svojim imidazolnim dušikom vlogo proton akceptorja, saj žveplo 
v cisteinskem ostanku ni dovolj močan nukleofil, da bi napadel karbonilno skupino substrata. 
Vez, ki nastane med dušikom v histidinu in tiolno skupino cisteina, pomakne elektrone bližje 
atomu žvepla, ki s povečanjem elektronske gostote postane boljši nukleofil (Slika 1). 
 
 
Slika 1: Shema reakcije cepitve substrata v aktivnem mestu cisteinske proteaze. Prirejeno po: (14). 
Za N-končno domeno sta značilna dva vstavljena dela. Prvi je daljši (Cys109-Asn123) in se 
nahaja na površini encima v obliki nasprotno vzporedne β-plošče, nasprotni si ostanki znotraj 
nje pa so povezani z vodikovimi vezmi in disulfidnim mostom. Njegova vloga zaenkrat ni 
znana. Posebnost katepsina X pa je drugi vstavek, imenovan 'mini zanka' (Slika 2). V 
zaporedju se nahaja tik pred katalitičnim mestom v oksianionski luknji med stransko verigo 
Gln22 in NH skupino Cys31. Sestavljena je iz treh aminokislinskih ostankov (Ile24-Pro25-
Glu26), njen položaj pa je pravokoten na verigo, tako da z encimom skoraj nima stika, razen 
sosednjih ostankov His23 in Tyr27, ki ju s svojo rigidnostjo sili v iztegnjeno konformacijo 
tako, da njuni stranski verigi segata v aktivno mesto. Aminokislinski ostanki 'mini zanke' 
obdajajo vezavno mesto za substrat, ki je precej omejeno, saj stranska veriga Tyr27 skoraj 
blokira dostop do njega. Na ta način 'mini zanka' vpliva na ozko substratno specifičnost 
katepsina X, njena rigidnost pa na njeno značilno eksokarboksipeptidazno aktivnost, saj 
imidazol v stranski verigi His23 v aktivnem mestu močno privlači karboksilno skupino 
substrata (15–17). 
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1.3.2 Fiziološka vloga  
Katepsin X se v človeškem organizmu nahaja predvsem v celicah imunskega pa tudi 
živčnega sistema. Preko interakcije s svojimi tarčnimi proteini, predvsem integrinskimi 
receptorji, pa tudi z γ-enolazo, kemokinom CXCL-12, bradikininom, profilinom-1, 
hutingtinom in kalidinom, regulira proliferacijo, dozorevanje, migracijo in adhezijo celic ter 
fagocitozo. Najdemo ga predvsem v monocitih, makrofagih in dendritičnih celicah. 
Ena najpomembnejših funkcij katepsina X je vezava na integrinske receptorje β (Slika 3). 
Integrini so heterodimerni transmembranski proteini, ki so sestavljeni iz α- in β-podenot, 
velike zunajcelične domene in citoplazemskega repa, njihova aktivacija pa ima pomembno 
vlogo pri adheziji celic in prenašanju signalov. Prokatepsin X se nanje veže preko RGD 
zaporedja (Arg-Gly-Asp), zrel encim pa preko ECD zaporedja (Glu-Cys-Asp), na njihovo 
regulacijo pa lahko vpliva tudi preko vezave na heparan-sulfat proteoglikane, molekule na 
površini celic (8, 18–20). 
Katepsin regulira integrin-odvisno adhezijo predvsem preko β2 integrinskih receptorjev 
Mac-1 (CD11b/CD18) in LFA-1 (CD11a/CD18). Njihova aktivacija poteka tako, da se 
Slika 2: Struktura katepsina X. Proregija je označena s svetlo rjavo barvo, encim z zeleno, končno 
zaporedje C-terminalnega dela je temno zelene barve, večja zanka je označena vijolično, rumeno 
in rdeče pa so obarvane disulfidne vezi med aminokislinskimi ostanki. 'Mini zanka' zraven 
aktivnega mesta je roza-vijolične barve. Prirejeno po: (12). 
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katepsin v veziklih transportira do membrane, kjer se veže na β2 integrinski receptor in cepi 
štiri aminokislinske ostanke citoplazemskega repa. Peti ostanek je Pro, ki je na cepitev s to 
peptidazo odporen. Katepsin X z aktivacijo Mac-1 regulira fagocitozo in poveča adhezijo 
monocitov in makrofagov na fibrinogen, omogoči pa tudi dozorevanje dendritičnih celic z 
adhezijo le-teh na zunajcelični matriks. S tem vpliva tudi na sprožitev T-celičnega 
imunskega odziva, saj so dendritične celice antigen predstavitvene celice, ki aktivirajo 
limfocite T ob stiku z njimi (8, 21–25). 
Pomemben vpliv na migracijo limfocitov T ima tudi integrinski receptor LFA-1. Katepsin 
X z njegovo aktivacijo modulira afiniteto za molekule, ključne za njegovo delovanje, saj 
spremeni konformacijo receptorja v visoko afinitetno. Ta oblika receptorja veže talin-1 ali 
α-aktinin-1, kar povzroči signalno transdukcijo in spremembe v morfologiji citoskeleta, 
zmanjša njegovo afiniteto za vezavo na ICAM-1 molekule drugih celic in posledično njihovo 
migracijo. Višja koncentracija katepsina X je bila ugotovljena v uropodih, podaljških celic, 
kjer s cepitvijo LFA-1 omogoči vezavo talina, ta interakcija pa stabilizira uropod in povzroči 
njegovo podaljšanje do takšne mere, da se med celicami ustvarijo nanocevi, ki omogočajo 
medcelično komunikacijo in transfer T-limfocitnih organelov, kar pomeni, da se lahko 
aktivirajo tudi drugi limfociti T, ki niso prišli v stik z antigen predstavitvenimi celicami (8, 
26–28, 30). 
V možganih se prav tako nahaja katepsin X, in sicer v celicah glie, oligodendritih, 
ependinalnih celicah in v nevronih. Njegova koncentracija je višja v tistih celicah, ki so v 
fazi staranja in v tistih, podvrženih degenerativnim procesom. V živčnih celicah se katepsin 
veže na γ-enolaze, dimerne citoplazemske proteine, zgrajene iz podenot α, β in γ. Spadajo 
med nevrotropične faktorje, ki regulirajo preživetje, diferenciacijo in regeneracijo nevronov 
ter povezav med njimi, delujejo pa tako, da se vežejo na γ1-sinotropin, ki protein transportira 
do membrane, kjer se vežejo na receptorje in aktivirajo dve glavni signalni poti preko 
MAPK/ERK in PI3K/AKT. Za njegovo nevrotropično aktivnost je odgovoren C-končni del, 
kjer katepsin po vezavi odcepi dva aminokislinska ostanka in s tem onemogoči njegovo 
protektivno delovanje (8, 29). 
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Slika 3: Shema funkcije katepsina X v prevajanju signalov. Prokatepsin se preko RGD zaporedja 
veže na αvβ3 receptorje in spremeni adhezivne lastnosti celice (a). Zrel katepsin cepi končne 
aminokisline C-terminalnega citoplazemskega repa integrina β2 (b), profilina-1 (c) in γ-enolaze (d). 
Prirejeno po: (11). 
 
1.3.3 Katepsin X in njegova vloga pri raku 
Rak je eden najpogostejših vzrokov smrti v zahodni civilizaciji. Nastane zaradi aktivacije 
protoonkogenov ali inaktivacije tumorje zavirajočih genov, povezan pa je tudi z mutacijami 
v genih, ki so vključeni v popravljanje poškodb v DNA molekuli in tistih, ki uravnavajo 
apoptozo, pa tudi s ponovno aktivacijo encima telomeraze. Na celičnem nivoju se celice 
nekontrolirano razmnožujejo zaradi okvare nadzora celične delitve in okvarjene apoptoze 
celic. Tkivo, ki se na ta način nenormalno razrašča, imenujemo tumor, njegove celice pa 
lahko potujejo tudi do drugih delov telesa, kjer tvorijo zasevke, ki pospešujejo 
nekontrolirano razrast tumorja. Ta proces imenujemo metastaziranje, bolezen pa rak (31). 
V nekaterih vrstah raka so odkrili povišane koncentracije katepsina X, ki s svojo fiziološko 
vlogo pojasnjuje tudi vlogo pri patogenezi raka. Sprva so ugotovili povišan nivo pri raku 
želodca in prostate, kasneje pa tudi pri hepatocelularnem karcinomu, raku pljuč, 
kolorektalnem raku, raku na dojkah in drugih. Gen, ki kodira katepsin X, se nahaja v 
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kromosomski regiji 20q13, za katero se je izkazalo, da se pogosto prepisuje tudi pri več 
vrstah raka in lahko vsebuje enega ali več onkogenov. Študije so pokazale, da je nivo 
koncentracije katepsina v tumorju in telesnih tekočinah pomemben pokazatelj napredovanja 
bolezni in stopnje preživetja (11, 32). 
Katepsin X je pomemben predvsem pri metastaziranju tumorskih celic, pa tudi njihovi 
apoptozi. Celična migracija v druga tkiva namreč zahteva proteolizo zunajceličnih 
komponent in adhezijo celic. Za uspešnost obeh procesov sta pomembna katepsin B in 
katepsin X. Prvi s svojo peptidazno aktivnostjo razgrajuje zunajcelični matriks, medtem ko 
drugi uravnava adhezivne lastnosti celic. V tumorjih, kjer sta prisotna oba encima, so 
ugotovili, da je za inhibicijo metastaziranja potrebno zavreti delovanje obeh (23). 
Pogosti receptorji v rakavih celicah, preko katerih katepsin X deluje, so αvβ3 in αvβ5 
integrini. Prokatepsin X se nanje veže preko RGD zaporedja in spremeni njihove adhezivne 
lastnosti. S tem omogoči tumorskim celicam migracijo skozi zunajcelični matriks in njihovo 
adhezijo na endotelij majhnih žil na oddaljenih mestih. β2 integrinski receptorji se v 
tumorskih celicah sicer izražajo manj, a tudi ti pomembno vplivajo na razvoj raka preko 
interakcij s katepsinom X. Na te receptorje se veže zrela oblika encima in s proteolitično 
cepitvijo integrina poveča vezavo na zunajcelični matriks in druge ligande. Aktivni katepsin 
X je sposoben tudi spremembe migracijskega načina iz mezenhimskega v ameboidno, ki pa 
je značilno za limfocite T. Če je torej povišana koncentracija katepsina X v limfocitih T, ta 
preko aktivacije LFA-1 poveča migracijo limfocitov skozi zunajcelični matriks. Za njegovo 
razgradnjo tako ni ključen le zgoraj omenjen katepsin B, saj se lahko razgradi s pomočjo 
drugih peptidaz ali pa celice potujejo zaradi spremembe migracijskega načina v 
ameboidnega (11, 33–36). 
Naslednja pomembna interakcija katepsina X je s profilinom-1, tumor supresorskim 
proteinom, za katerega so izmerili nižje koncentracije v tumorskih tkivih raka dojk, 
hepatokarcinomu, raku mehurja in trebušne slinavke, pa tudi pri nekaterih rakih glave in 
vratu. Nivo profilina-1 v tkivu je pokazatelj agresivnosti tumorja, predvideva pa tudi odziv 
na protitumorno terapijo in tveganje ponovnega izbruha bolezni. Profilin-1 preko vezave na 
aktin in poli-L-prolinske ligande ali njim soroden klatrin povzroči aktinsko polimerizacijo 
in s tem nepravilnosti v obliki membrane, kar onemogoči migracijo celic. Vezavno mesto za 
poli-L-prolinske ligande se nahaja na C-končnem delu profilina-1. Če katepsin X cepi 
Tyr139 aminokislinski ostanek na tem delu proteina, ta postane neaktiven, gibljivost celic 
pa je zaradi tega povečana (37). 
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Katepsin X preko zmanjšanja fosforilacije regulira IGF-1 in preko povišanega izražanja 
genov p16, p21 in p53 pospešuje staranje celic in njihovo apoptozo. V študijah 
hepatocelularnega karcinoma so odkrili, da sproži tudi epitelno-mezenhimski prehod, in 
sicer preko povišanja količine mezenhimskih faktorjev in metaloproteaz v matriksu. Ta 
proces pa pospešuje migracijo in prodiranje celic, poveča pa tudi njihovo odpornost na 
apoptozo (38, 39). 
Še ena interakcija med proteinom v tumorju in katepsinom X je bila ugotovljena v raziskavah 
tumorskih celicah N87 raka na želodcu. Protein RPLP0 se izraža v citoplazmi in jedru celice, 
katepsin X pa predvsem v citoplazmi. Po inhibiciji katepsina X, se je RPLP0 translociral v 
jedro, njegova odsotnost pa je povzročila zmanjšano izražanje genov p21 in p53 in proteina 
CDK2 ter posledično apoptozo celic in upočasnjeno razrast tumorja (40). 
 
1.3.4 Katepsin X in njegova vloga pri nevrodegenerativnih boleznih 
Nevrodegenerativne bolezni povzroča propadanje nevronov. Katepsin X je dejavnik razvoja 
Alzheimerjeve in Parkinsonove bolezni, amiotrofične lateralne skleroze (ALS) in 
Huntingtonove bolezni. Pri Parkinsonovi bolezni propadajo dopaminski nigrostriatni 
nevroni, za Alzheimerjevo bolezen pa je značilen pojav amiloidnih plakov, sestavljenih iz 
amiloida-β kot glavne komponente,  nastajajo pa tudi znotrajcelične nevrofibrilarne pentlje, 
ki okvarjajo citoskelet in aksonski transport. Za Parkinsonovo bolezen je značilno 
pomanjkanje dopamina, pri Alzheimerjevi bolezni pa se zmanjša holinergični prenos (29, 
30, 41). 
Katepsin X se v živčnem sistemu nahaja v celicah glie, mikroglie in v astrocitih, pa tudi v 
nevronih in ependimalnih celicah mišjega živčnega sistema. Pri fagocitozi odmirajočih 
nevronov, mikroglija izloča katepsine, na mišjih modelih pa so ugotovili povišano 
koncentracijo katepsina X v celicah v fazi staranja in v celicah glie, ki obkrožajo amiloidne 
plake. Aktivirana mikroglia je sposobna fagocitoze naloženega amiloida-β, obenem pa 
sprošča nevrotropične faktorje, ki delujejo nevroprotektivno. Eden od teh faktorjev je γ-
enolaza, protein, ki se, kot je opisano v poglavju o fiziološki vlogi katepsina X, s pomočjo 
γ1-sinotropina prenese do membrane, kjer se veže na receptor in preko signalnih poti regulira 
preživetje in diferenciacijo nevronov. S cepitvijo C-končnega dela proteina, za katero je 
odgovoren katepsin X, protein svoje funkcije ne more več opravljati, kar razloži vlogo 
katepsina pri napredovanju nevrodegenerativnih bolezni (11, 42, 43). 
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1.4 ZAVIRALCI KATEPSINA X 
Tako kot drugi procesi v človeškem organizmu je tudi delovanje cisteinskih katepsinov 
regulirano s strani njihovih endogenih zaviralcev, kot so cistatini, tirotropini in serpini. 
Največja skupina endogenih zaviralcev so cistatini, njihova vloga pa je pomembna, saj 
omejujejo preveliko aktivnost cisteinskih proteaz v celicah, tkivih in telesnih tekočinah. 
Obstaja več podskupin cistatinov, tip I, II in III. Zunajcelični tip II je zmožen vstopiti v 
lizosomalne vezikle in vpliva na predstavitev antigenov in predelavo proteinov 
zunajceličnega matriksa pri napredovanju tumorjev. So večinoma nespecifični za posamezne 
katepsine, zato je za zdravljenje bolezni, v katerih so katepsini vpleteni, bolj smiselno 
načrtovanje eksogenih, sinteznih zaviralcev, specifičnih za posamezne katepsine.  
Sintezne zaviralce delimo na ireverzibilne in reverzibilne (44, 45). 
 
1.4.1 Ireverzibilni zaviralci katepsina X 
Najbolj znan ireverzibilni zaviralec katepsina X je spojina E-64, izolirana iz glive 
Aspergillus japonicus in spada v skupino epoksisukcinilnih inhibitorjev, ki zavirajo tiolne 
proteaze (Slika 4). Njegovo učinkovitost so najprej ugotovili s testiranji na katepsinih B in 
L, kasneje pa se je izkazalo, da kaže večjo specifičnost do katepsina X. E-64 reagira z 
encimom s svojim elektrofilnim epoksidnim obročem. Ko nukleofilna tiolna skupina encima 
napade obroč, se ta odpre in z njo tvori tioetersko vez.  
 
Slika 4: Ireverzibilni zaviralec E-64. Vir: (46). 
 
Uspešni rezultati inhibicije, ki pa je relativno šibka, so spodbudili raziskovanje drugih 
epoksisukcinilnih derivatov. S spremembo substituentov na mestih R1, R2 in R3 so odkrili še 
nekaj učinkovitih eposukcinilnih zaviralcev (Preglednica 1). 
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Preglednica 1: Eposukcinilni zaviralci katepsina X. Prirejeno po: (49). 
 
Najbolj selektiven za katepsin X je AMS36 z naftalen metilaminskim substituentom na 
mestu R1 in p-metilfenilalaninskim substituentom na mestu R2. AMS36 je pogosto 
uporabljen selektiven zaviralec katepsina X, v praksi pa se uporablja v terapiji skupaj z 
monoklonskim protitelesom 2F12 ali z utišanjem zaporedja s siRNA, značilnega za katepsin 
X. 
Težava ireverzibilnih zaviralcev je njihova slaba prehodnost skozi membrano, poleg tega pa 
se lahko nespecifično ireverzibilno vežejo tudi na druge proteine v organizmu, kar lahko 
povzroči neželene učinke. Rešitev je načrtovanje reverzibilnih zaviralcev z boljšo 
permeabilnostjo in manj verjetnim pojavom neželenih stranskih učinkov (47–49). 
 
1.4.2 Reverzibilni zaviralci katepsina X 
V okviru raziskave na Fakulteti za farmacijo so 100 spojinam iz kemijske knjižnice so 
testirali sposobnost inhibicije katepsina X. Spojine A-E so pokazale relativno inhibicijo med 
60 in 75 %, od tega sta bili z najnižjo konstanto inhibicije ovrednoteni spojini A in B, skupen 
pa jima je triazolni obroč v njuni strukturi (Preglednica 2). V naslednji skupini 20 spojin so 
testirali spojine, ki so po strukturi podobne omenjenima s triazolnim obročem. Najbolje so 
se izkazale tiste, ki v svoji strukturi vsebujejo 2,3-dihidrobenzo[b][1,4]dioksinski substituent 
(spojine F-J). Njihova relativna inhibicija je bila več kot 70 % pri 50 µM koncentraciji.  
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Preglednica 1: Reverzibilni zaviralci katepsina X. Prirejeno po: (50). 
 
Spojinam so preverili njihovo reverzibilnost ob prisotni kontrolni vezavi na E-64 in 
ugotovili, da je encim po izpiranju vezanih zaviralcev nazaj pridobil približno 90 % svoje 
aktivnosti. Sintetizirani zaviralci so torej reverzibilne narave, poleg tega pa z encima tudi 
hitro disociirajo. So specifični za katepsin X, kažejo minimalno zaviranje eksopeptidazne 
aktivnosti katepsina B, drugih endopeptidaznih katepsinov pa ne zavirajo. Najbolj specifične 
so spojine A, B in J (Z9).  
Na PC-3 celicah raka prostate so ugotovili, da zaviralci uspešno zavrejo migracijo in 
adhezijo celic, ne delujejo pa citotoksično. V feokromocitomski celični liniji PC-12 pa so z 
inhibicijo katepsina dokazali ugoden vpliv na razvoj nevronov. V obeh primerih so bile 
najbolj učinkovite spojine B, I in Z9, z očitnim izstopanjem učinkovitosti zadnje.  
Pri zaviranju katepsina X v migracijskih, adhezijskih procesih in procesih nevrotropične 
aktivnosti je bila najbolj učinkovita spojina Z9 s triazolnim obročem in 2,3-
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dihidrobenzo[b][1,4]dioksinom. Glede na molekulsko modeliranje naj bi z encimom 
interagiral preko vezavnih mest v aktivnem mestu v žepu v obliki črke V, v katerega se v S2 
vezavni žep verjetno dobro prilega dihidrobenzo[b][1,4]dioksinski del molekule. Na 
katepsin naj bi se vezal z vodikovimi vezmi, in sicer med svojim karbonilnim kisikom in 
NH skupino Gly73, triazolnim dušikom na položaju 2 v obroču in OH skupino Tyr27, med 
triazolnima dušikoma 1 in 2 ter NH2 skupino Gln22 in dve vezi med triazolnim  dušikom N1 
in imidazolnim dušikom histidina 23 in indolnim dušikom Trp202 (50). 
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2. NAMEN DELA 
Katepsin X ima pomembno vlogo pri razvoju rakavih in nevrodegenerativnih bolezni. 
Načrtovanje in sinteza učinkovitih reverzibilnih zaviralcev tega encima bi lahko pomenila 
velik napredek v zdravljenju tovrstnih obolenj. V prejšnjih raziskavah so z rešetanjem odkrili 
močan zaviralec katepsina X (spojino Z9) (50). 
V okviru našega dela bomo sintetizirali spojine na podlagi strukturnih lastnosti Z9. Izkazalo 
se je, da je triazolni obroč z izopropilnim substituentom na mestu 4 v obroču ključen za 
zaviranje encima, zato bomo ta del molekule obdržali pri vseh načrtovanih spojinah. Odnos 
med strukturo in delovanjem bomo preverili z menjavo benzodioksanskega dela z drugimi 
bicikličnimi indolnimi in benzodioksanskimi derivati, fenonskimi fragmenti, sintetizirali pa 
bomo tudi spojino z alicikličnim alkilnim delom na mestu benzodioksana (Slika 5). 
Resentetizirali bomo tudi spojino Z9, da potrdimo njeno aktivnost in jo primerjamo z 
ostalimi, na novo sintetiziranimi analogi. 
 
Slika 5: Spojina Z9 z benzodioksanskim delom, katerega SAR bomo preverjali. 
Na koncu bomo spojine še biokemijsko testirali na encimu CatX. Ovrednotili bomo 
rezidualno aktivnost encima, na osnovi rezultatov pa bomo nato sklepali na vpliv 
substituentov na zaviralno aktivnost spojin. 
Cilj te naloge je sintetizirati spojine s strukturnimi lastnostmi, ki bodo omogočile boljšo 
zaviralno aktivnost katepsina X. 
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3. MATERIALI IN METODE 
3.1 MATERIALI  
Pri sinteznih in izolacijskih postopkih smo uporabili topila in reagente, ki so komercialno 
dostopni (proizvajalci Apollo Scientific, Sigma, Merck, Acros, Fluka). Pred uporabo topil 
njihova predpriprava ni bila potrebna. 
 
3.2 METODE 
3.2.1 Kromatografija  
• Tankoplastna kromatografija (TLC) 
Pri sintezi spojin smo potek reakcij spremljali s tankoplastno kromatografijo. Ploščice, na 
katerih smo jo izvajali, so plošče Silica gel 60 F254, na katerih je nanešen silikagel na nosilcu 
iz aluminija, debelem 0,2 mm. Proizvajalec je nemški Merck. Dodane imajo tudi 
fluorescenčni indikator, uporabljene mobilne faze pa so napisane pri posameznih spojinah. 
Spojine na ploščah smo detektirali pod UV svetlobo (λ = 254 nm in λ= 366 nm) in z 
orositvenimi reagenti ninhidrin, bromkrezolno zeleno in 2,4-dinitrofenilhidrazin. 
 
• Kolonska kromatografija 
Sintetizirane spojine smo očistili s »flash« kolonsko kromatografijo. Uporabili smo 
stacionarno fazo Silica gel 60 z velikostjo delcev 0,040–0,063 mm nemškega proizvajalca 
Merck. Mobilne faze, ki smo jih uporabili, so navedene pri opisih posameznih postopkov.  
 
• Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (HPLC) 
Analizo HPLC končnih spojin smo izvedli na sistemu Thermo Fisher UltimMate 3000 s 
kolono Acquity UPLC HSS C18 1,8 µL (2,1 × 50 mm). Temperatura kolone je bila 40 °C. 
Uporabili smo mobilno fazo v obliki mešanice 0,1 % raztopine trifluorocetne kisline v 
bidestilirani vodi in acetonitrila, s hitrostjo pretoka 0,4 mL/min in gradientom 10 % 
acetonitrila do 90 % acetonitrila v 7 min. 
 
3.2.2 Spektroskopija  
• Jedrska magnetna resonanca (NMR) 
¹H in ¹³C NMR spektri so bili posneti na Fakulteti za farmacijo v Ljubljani, in sicer na 
spektrometru Burker Avance III 400 MHz. Vzorce smo raztopili v devteriranih topilih 
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DMSO-d6 in CDCl3. Za interni standard smo uporabili signal topila, glede na katerega smo 
določali kemijske premike v »parts per million« (ppm). Spektre smo analizirali s 
programoma MestReNova (MASTERLAB RESEARCH SL.) in NMRnotebook 2.80 
(NMRTEC S.A.S.). 
 
• Masna spektroskopija visoke ločljivosti (HRMS) 
HRMS masni spektri spojin so bili posneti na Fakulteti za farmacijo v Ljubljani na masnem 
spektrometru LC-MS/MS system Q Executive Plus (Thermo Scientific, MA, USA). 
 
3.2.3 Določanje temperature tališča 
Temperature tališča smo določali s Kofflerjevim mikroskop z ogrevalno mizico nemškega 
proizvajalca Leica. 
 
3.2.4 Risanje in poimenovanje spojin 
Kemijske strukture smo risali v programu ChemDraw Professional 16.0 ameriškega 
proizvajalca PerkinElmer Inc. S pomočjo funkcije v programu smo spojine tudi poimenovali. 
 
3.2.5 Biokemijsko testiranje 
Testiranje smo opravili z doc. dr. Uršo Pečar Fonović, univ. dipl. biol. na Fakulteti za 
farmacijo v Ljubljani. 
Sintetiziranim spojinam smo ovrednotili njihovo zaviralno aktivnost na rekombinantnem 
encimu CatX, katerega gen je bil vstavljen v sev kvasovke Pichia pastoris. Test encimske 
aktivnosti temelji na cepitvi specifičnega substrata Abz-FEK(Dnp)-OH. Substrat je zgrajen 
iz fluorofora, oligopeptida s cepitvenim mestom in iz dušilca. Bolj kot je CatX inhibiran, 
manjša je njegova aktivnost, manj cepi substrat. Razgradne produkte fluorescentnega 
substrata smo določali spektrofotometrično z merjenjem fluorescence na spektrofotometru 
Tecan Safire²ᵀᴹ (Tecan Group Ltd.) pri valovni dolžini ekscitacije 320 nm ± 5 nm in valovni 
dolžini emisije 420 nm ± 5 nm. 
 
Sestava pufrov 
Osnovni pufer: 
• 100 mM acetatni pufer (pH = 5,5) 
• 0,1 %  PEG 8000 
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Aktivacijski pufer: 
• Osnovni pufer 
• 5 mM cistein 
• 1,5 mM EDTA 
• 0,01 % Triton X-100  
 
Testiranje brez predinkubacije 
Sintetizirane spojine smo pripravili v koncentraciji 1 mM v topilu DMSO. Substrat smo 
redčili 4000 × v osnovnem pufru. Encim smo redčili v aktivacijskem pufru in ga aktivirali v 
vodni kopeli na 37 °C 5 minut. Medtem smo v vdolbinice črne titrske ploščice odpipetirali  
po 5 µL substrata (končna koncentracija 5,9 µM) in 5 µL zaviralca (končna koncentracija 
50 µM). Takoj po inkubaciji smo dodali še 90 µL aktiviranega encima (končna koncentracija 
20 nM) in začeli meriti fluorescenco. Vzeli smo povprečje dveh meritev. Pri merjenju smo 
dodali še pozitivno, negativno in slepo kontrolo: 
 
Pozitivna kontrola: 
• 5 µL substrata (5,9 µM) 
• 5 µL E-64 (10 µM) 
• 90 µL aktiviranega encima (20 nM) 
Negativna kontrola: 
• 5 µL substrata (5,9 µM) 
• 5 µL DMSO  
• 90 µL aktiviranega encima (20 nM) 
Slepa kontrola: 
• 5 µL substrata (5,9 µM) 
• 5 µL DMSO  
• 90 µL aktivacijskega pufra  
Testiranje s predinkubacijo 
Substrat, spojine potencialnih zaviralcev, E-64 in encim smo pripravili enako. Najprej smo 
izvedli predinkubacijo, in sicer tako, da smo v prozorno titrsko ploščico odmerili 11,58 µL 
vsake spojine in 208 µL aktiviranega CatX. Inkubirali smo 1 uro pri 37 °C. Nato smo v črno 
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titrsko ploščico odpipetirali  5 µL substrata in 95 µL inkubirane zmesi encima in spojine in 
takoj začeli spremljati fluorescenco razgradnih delov substrata. Tudi v tem primeru smo v 
ploščico dodali pozitivno, negativno in slepo kontrolo, ki so imele isto sestavo kot v prvem 
primeru testiranja brez predinkubacije.  
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4. EKSPERIMENTALNO DELO IN REZULTATI ANALIZ  
4.1 SINTEZA 4-IZOPROPIL-4H-1,2,4-TRIAZOL-3-TIOLA  
 
Raztopini izopropil izotiocianata (11,4 mL, 107,2 mmol, 1,0 eq) v etanolu (150 mL) smo 
dodali formilhidrazin (6,43 g, 107,2 mmol, 1,0 eq) in mešali ob vrenju pod povratnim 
hladilnikom čez noč pri 90 °C. Reakcijsko zmes smo skoncentrirali z uparevanjem topila 
pod znižanim tlakom in pustili čez noč v hladilniku. Nastalo oborino smo vakuumsko 
odfiltrirali in posušili. Matičnici smo ponovno upareli topilo pri znižanem tlaku, ohladili in 
tudi to izpadlo oborino vakuumsko odfiltrirali in posušili. 
4-izopropil-4H-1,2,4-triazol-3-tiol M = 143,21 g/mol 
Izgled: bela oborina Ttal = 94,0–95,0 °C 
TLC: Rf (CH2Cl2/heksan = 15/1) = 0,24 
Izkoristek reakcije: 10 % 
1H-NMR 
(400 MHz, DMSO-
d6) 
δ (ppm) = 13,70 (s, 1H, SH), 8,60 (s, 1H, Ar-H), 4,63 (hept, J = 
6,8 Hz, 1H, CH(CH2), 1,34 (d, J = 6,8 Hz, 6H, CH(CH3)2) 
HRMS Izračunano za C5H10N3S (M+H)+ (m/z) = 144,0590, 
izmerjena vrednost: 144,0595 
HPLC (čistota) 66,9 % (tR = 1,20 min) 
 
4.2 SINTEZA BROMIRANIH DERIVATOV ACETOFENONA IN 
INDOLA  
4.2.1 Splošni postopek bromiranja acetofenonskih in indolnih derivatov 
Izbranim acetofenonskim spojinam (1 eq) oziroma indolu (1 eq) smo dodali CuBr2 (1,7 eq) 
in kloroform (50 mL).  Zmes smo mešali ob vrenju pod povratnim hladilnikom čez noč pri 
70 °C in potek reakcije preverili s tankoplastno kromatografijo. Izpadlo oborino smo 
odfiltrirali in topilo odpareli pod znižanim tlakom. Bromirane spojine smo nato očistili s 
kolonsko kromatografijo pri pogojih, ki so navedeni pri posamezni spojini. Frakcije s 
produktom smo združili in upareli topilo pod znižanim tlakom. 
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4.2.2 Sinteza 1-(benzo[d][1,3]dioksol-5-il)-2-bromoetanona 
 
3',4'-(Metilendioksi)acetofenonu (2,0 g, 12,2 mmol, 1,0 eq) smo dodali reagent CuBr2 (4,77 
g, 21,4 mmol, 1,7 eq) in topilo kloroform (50 mL). Sintezo smo izvedli po zgoraj navedenem 
postopku. Oborino z odstranjenim topilom smo očistili s kolonsko kromatografijo, kjer smo 
kot topilo uporabili zmes CH2Cl2/heksan = 9/1.  
1-(Benzo[d][1,3]dioksol-5-il)-2-bromoetanon M = 243,06 g/mol 
Izgled: rjava oborina Ttal = 77,5–78,5 °C 
TLC: Rf (CH2Cl2/heksan = 9/1) = 0,53 
Izkoristek reakcije: 66 % 
1H-NMR 
(400 MHz, DMSO-
d6) 
δ (ppm) = 7,65 (dd, J = 8,2; 1,8 Hz, 1H, Ar-H), 7,47 (d, J = 1,7 
Hz, 1H, Ar-H), 7,06 (d, J = 8,2 Hz, 1H, Ar-H), 6,15 (s, 2H, 
OCH2O), 4,83 (s, 2H, (CO)CH2Br) 
 
4.2.3 Sinteza 2-bromo-1-(4-metoksifenil)etanona 
 
Za sintezo spojine 3 smo uporabili 4'-metoksiacetofenon (2,0 g, 13,3 mmol, 1,0 eq), CuBr2 
(5,057 g, 22,64 mmol, 1,7 eq) in kloroform (50 mL). Izvedli smo jo po zgoraj opisanem 
splošnem postopku bromiranja spojin. Oborino smo po uparevanju topila očistili s kolonsko 
kromatografijo s topilom CH2Cl2/heksan = 1/1.  
2-Bromo-1-(4-metoksifenil)etanon M = 229,07 g/mol 
Izgled: rjava oborina Ttal = 51,5–52,5 °C 
TLC: Rf (CH2Cl2/heksan = 1/1) = 0,20 
Izkoristek reakcije: 64 % 
1H-NMR 
(400 MHz, DMSO-
d6) 
δ (ppm) = 8,00 – 7,97 (m, 2H, 2 × Ar-H), 7,08 – 7,05 (m, 2H, 2 
× Ar-H), 4,84 (s, 2H, (CO)CH2Br), 3,85 (s, 3H, OCH3) 
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4.2.4 Sinteza 2-bromo-1-(3-metoksifenil)etanona        
 
3'-Metoksiacetofenonu (2 mL, 14,57 mmol, 1 eq) smo dodali CuBr2 (5,533 g, 24,77 mmol, 
1,7 eq) in kloroform (50 mL) po splošnem postopku bromiranja spojin. Za čiščenje oborine 
z odstranjenim topilom smo pri kolonski kromatografiji uporabili zmes topil CH2Cl2/heksan 
= 2/1. 
2-Bromo-1-(3-metoksifenil)etanon M = 229,07 g/mol 
Izgled: rumeno-oranžna oborina Ttal = 52,5–53,5 °C 
TLC: Rf (CH2Cl2/heksan = 2/1) = 0,50 
Izkoristek reakcije: 37 % 
1H-NMR 
(400 MHz, DMSO-
d6) 
δ (ppm) = 7,61 – 7,58 (m, 1H, Ar-H), 7,52 – 7,40 (m, 2H, 2 × 
Ar-H), 7,26 – 7,23 (m, 1H, Ar-H), 4,95 (s, 2H, (CO)CH₂Br), 
3,82 (s, 3H, OCH3) 
 
4.2.5 Sinteza 2-bromo-1-(2-metoksifenil)etanona 
 
Za sintezo 5 smo uporabili 2'-metoksiacetofenon (2,0 mL, 14,5 mmol, 1,0 eq), CuBr₂ (5,512 
g, 24,7 mmol, 1,7 eq) in kloroform (50 mL). Izvedli smo jo po zgornjem splošnem postopku 
bromiranja spojin. Pri čiščenju spojine s kolonsko kromatografijo smo kot topilo uporabili 
zmes topil CH₂Cl₂/heksan = 2/1. 
2-Bromo-1-(2-metoksifenil)etanon M = 229,07 g/mol 
Izgled: temno rjava oborina Ttal = 34,0–35,0 °C 
TLC: Rf (CH2Cl2/heksan = 2/1) = 0,44 
Izkoristek reakcije: 44 % 
1H-NMR 
(400 MHz, DMSO-
d6) 
δ (ppm) = 7,67 (dd, J = 7,7; 1,8 Hz, 1H, Ar-H), 7,59 (ddd, J = 
8,4; 7,3; 1,8 Hz, 1H, Ar-H), 7,20 (dd, J = 8,4; 0,9 Hz, 1H, Ar-
H), 7,05 (td, J = 7,5; 1,0 Hz, 1H, Ar-H), 4,78 (s, 2H, 
(CO)CH₂Br), 3,90 (s, 3H, OCH3) 
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4.2.6 Sinteza 2-bromo-1-(2,3-dihidrobenzo[b][1,4]dioksin-6-il)etanona 
 
 
Zmes 6-acetilbenzodioksana (4,0 g, 22,5 mmol, 1,0 eq), CuBr₂ (8,524 g, 38,2 mmol, 1,7 eq) 
in kloroform (50 mL) smo mešali ob vrenju pod povratnim hladilnikom po zgoraj 
navedenem splošnem postopku. Za čiščenje spojine s kolonsko kromatografijo smo 
uporabili zmes topil CH₂Cl₂/heksan = 9/1. 
2-Bromo-1-(2,3-dihidrobenzo[b][1,4]dioksin-6-il)etanon M = 257,08 g/mol 
Izgled: svetlo rožnata oborina Ttal = 101,0–102,0 °C 
TLC: Rf (CH2Cl2/heksan = 9/1) = 0,45 
Izkoristek reakcije: 20 % 
1H-NMR 
(400 MHz, DMSO-
d6) 
δ (ppm) = 7,54 (d, J = 2,1 Hz, 1H, Ar-H), 7,51 (dd, J = 4,3; 2,1 
Hz, 1H, Ar-H), 7,00 (d, J = 8,3 Hz, 1H, Ar-H), 4,82 (s, 2H, 
(CO)CH₂Br), 4,36 – 4,26 (m, 4H, O(CH₂)₂O) 
 
4.2.7 Sinteza 2-bromo-1-(4-bromofenil)etanona 
 
Za sintezo spojine 7 smo uporabili 4'-bromoacetofenon (2,0 g, 10,05 mmol, 1,0 eq), CuBr₂ 
(3,816 g, 17,08 mmol, 1,7 eq) in kloroform (50 mL) in sledili zgoraj opisanemu splošnemu 
postopku bromiranja. Pri čiščenju spojine s kolonsko kromatografijo smo uporabili zmes 
topil CH₂Cl₂/heksan = 1/1. 
2-Bromo-1-(4-bromofenil)etanon M = 277,94 g/mol 
Izgled: svetlo rumena oborina Ttal = 89,5–90,5 °C 
TLC: Rf (CH2Cl2/heksan = 1/1) = 0,35 
Izkoristek reakcije: 47 % 
1H-NMR 
(400 MHz, DMSO-
d6) 
δ (ppm) = 7,94 – 7,91 (m, 2H, 2 × Ar-H), 7,78 – 7,75 (m, 2H, 2 
× Ar-H), 4,93 (s, 2H, (CO)CH₂Br) 
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4.2.8 Sinteza 2-bromo-1-(p-tolil)etanona  
 
Spojini 4'-metilacetofenon (2,0 mL, 15,1 mmol, 1,0 eq) smo dodali reagent CuBr₂ (5,734 g, 
25,7 mmol, 1,7 eq) in kloroform (50 mL) in izvedli sintezo po zgoraj opisanem splošnem 
postopku bromiranja. Za čiščenje oborine s kolonsko kromatografijo smo uporabili zmes 
topil CH2Cl2/heksan = 1/1. 
2-Bromo-1-(p-tolil)etanon M = 213,07 g/mol 
Izgled: temno rjava oborina Ttal = 29,0–30,0 °C 
TLC: Rf (CH2Cl2/heksan = 1/1) = 0,31 
Izkoristek reakcije: 52 % 
1H-NMR 
(400 MHz, DMSO-
d6) 
δ (ppm) = 7,92 – 7,89 (m, 2H, 2 × Ar-H), 7,35 (d, J = 7,9 Hz, 
2H, 2 × Ar-H), 4,88 (s, 2H, (CO)CH₂Br), 2,38 (s, 3H, Ar-CH₃) 
 
4.2.9 Sinteza 2-bromo-1-(4-hidroksifenil)etanona 
 
Za sintezo smo uporabili 4'-hidroksiacetofenon (2,0 g, 14,7 mmol, 1,0 eq), CuBr₂ (5,578 g, 
25,0 mmol, 1,7 eq) in kloroform (50 mL). Izvedli smo jo po zgornjem splošnem postopku 
bromiranja spojin. Čiščenje s kolonsko kromatografijo smo izvedli z zmesjo topil 
CH₂Cl₂/aceton = 98/2, vendar z njo nismo dovolj dobro očistili spojine, zato nismo izvedli 
analiz. Za naslednjo stopnjo smo uporabili kar surovi produkt.  
2-Bromo-1-(4-hidroksifenil)etanon M = 215,05 g/mol 
Izgled: svetlo rjava oborina 
TLC: Rf (CH2Cl2/heksan = 1/1) = 0,29 
Izkoristek reakcije: 46 % 
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4.2.10 Sinteza 2-bromo-1-(4-(dimetilamino)fenil)etanona 
 
Za sintezo spojine 10 smo uporabili 4'-dimetilaminoacetofenon (2,0 g, 12,3 mmol, 1,0 eq), 
CuBr₂ (4,653 g, 20,8 mmol, 1,7 eq) in kloroform (50 mL). Izvedli smo jo po zgoraj opisanem 
splošnem postopku bromiranja. Kolonsko kromatografijo smo izvedli z mešanico topil 
CH₂Cl₂/metanol = 2/1. 
2-Bromo-1-(4-(dimetilamino)fenil)etanon M = 242,12 g/mol 
Izgled: oranžna oborina Ttal = 41,5–42,5 °C 
TLC: Rf (CH2Cl2/metanol = 2/1) = 0,29 
Izkoristek reakcije: 40 % 
1H-NMR 
(400 MHz, DMSO-
d6) 
δ (ppm) = 7,89 – 7,86 (m, 2H, 2 × Ar-H), 6,66 – 6,62 (m, 2H, 2 
× Ar-H), 4,35 (s, 2H, (CO)CH₂Br), 3,07 (s, 6H, N(CH₃)₂) 
 
4.2.11 Sinteza 2-bromo-1-(1H-indol-3-il)etanona 
  
3-Acetilindolu (2,0 g, 12,6 mmol, 1,0 eq) smo dodali CuBr₂ (4,770 g, 21,4 mmol, 1,7 eq) in 
kloroform (50 mL) in sledili zgoraj opisanemu splošnemu postopku bromiranja spojin. Za 
čiščenje s kolonsko kromatografijo pa smo uporabili čisti CH₂Cl₂. 
2-Bromo-1-(1H-indol-3-il)etanon M = 238,08 g/mol 
Izgled: bela oborina Ttal = 177,0–178,0 °C 
TLC: Rf (CH2Cl2) = 0,20 
Izkoristek reakcije: 12 % 
1H-NMR 
(400 MHz, DMSO-
d6) 
δ (ppm) = 12,15 (s, 1H, NH), 8,48 (d, J = 3,2 Hz, 1H, Ar-H), 
8,18 – 8,08 (m, 1H, Ar-H), 7,56 – 7,44 (m, 1H, Ar-H), 7,23 
(ddd, J = 7,0; 5,0; 1,6 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 4,65 (s, 2H, 
(CO)CH₂Br) 
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4.3 ACILIRANJE METILINDOLA  
4.3.1 Poskus sinteze 1-(2-metil-1H-indol-3-il)etanona 
 
N,N-Dimetilformamid (3,0 mL, 38,8 mmol, 4,1 eq) smo ohladili na ledeni kopeli, prepihali 
z argonom in med mešanjem dodali POCl₃ (1,05 mL, 11,2 mmol, 1,2 eq). Čez 10 minut smo 
po kapljicah dodali še 2-metilindol (1,23 g, 9,38 mmol, 1,0 eq), raztopljen v DMF (6 mL). 
Zmes smo nato mešali 2 uri. Na koncu smo dodali še NaOH (70 mL, 3,72 mol, 396,5 eq), 
umaknili led, oborino odfiltrirali in posušili. Z analizo NMR spektra smo ugotovili, da je v 
reakciji nastal stranski produkt 2-metil-1H-indol-3-karbaldehid. 
4.3.2 Poskus sinteze 2-kloro-1-(2-metil-1H-indol-3-il)etanona 
 
2-Metilindolu (1,318 g, 10,05 mmol, 1,0 eq) smo dodali piridin (0,82 mL, 10,23 mmol, 1,02 
eq) in toluen (25 mL). Nato smo po kapljicah dodali kloroacetil klorid (80 µL, 1,01 mmol, 
0,1 eq) in mešali 1 uro pri 60 °C. Zmes smo potem ohladili na sobno temperaturo, dodali 
vodo (30 mL), metanol (5 mL) in mešali pri sobni temperaturi še eno uro. Nastalo oborino 
smo nato odfiltrirali. NMR analiza je pokazala, da reakcija ni potekla.  
4.3.3 Sinteza 2-kloro-1-(2-metil-1H-indol-3-il)etanona 
 
2-Metilindolu (1,318 g, 10,05 mmol, 1,0 eq) smo dodali kloroacetil klorid (810 µL, 10,18 
mmol, 1,01 eq) in dioksan (20 mL). Zmes smo mešali ob vrenju pod povratnim hladilnikom 
45 minut pri 110 °C, potem pa jo ohladili na sobno temperaturo. Nato smo jo zlili na ohlajeno 
vodo, izpadlo oborino vakuumsko odfiltrirali in produkt prekristalizirali iz metanola.  
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2-Kloro-1-(2-metil-1H-indol-3-il)etanon M = 207,66 g/mol 
Izgled: vijolični kristali Ttal = 171,5–172,5 °C 
TLC: Rf (CH2Cl2) = 0,13 
Izkoristek reakcije: 18 % 
1H-NMR 
(400 MHz, DMSO-
d6) 
δ (ppm) = 12,03 (s, 1H, NH), 8,00 (dd, J = 6,0; 3,2 Hz, 1H, Ar-
H), 7,40 – 7,37 (m, 1H, Ar-H), 7,20 – 7,13 (m, 2H, 2 × Ar-H), 
4,93 (s, 2H, (CO)CH₂Cl), 2,71 (s, 3H, Ar-CH₃) 
 
4.4 SINTEZA KONČNIH TRIAZOLNIH SPOJIN 
4.4.1 Splošni postopek sinteze končnih triazolnih spojin 
 
Za sintezo končnih spojin smo bromiranim ali kloriranim derivatom acetofenona in indola 
(1 eq) dodali spojino 1 (1,0 eq) in topilo (brezvodni EtOH ali CH₃CN). Reakcijsko zmes 
smo mešali pri pogojih, navedenih pri vsaki posamezni reakciji. Nastalo oborino smo 
vakuumsko odfiltrirali, potek reakcije preverili s tankoplastno kromatografijo in surovi 
produkt po potrebi očistili in posušili. 
4.4.2 Sinteza 1-(1H-indol-3-il)-2-((4-izopropil-4H-1,2,4-triazol-3-il)tio)etanona 
 
Za sintezo spojine 13 smo spojini 11 (150 mg, 0,63 mmol, 1,0 eq) dodali spojino 1 (90,2 mg, 
0,63 mmol, 1,0 eq) in etanol (10 mL) ter reakcijsko zmes mešali čez noč pri 90 °C. Izpadlo 
oborino smo vakuumsko filtrirali in produkt posušili. 
1-(1H-Indol-3-il)-2-((4-izopropil-4H-1,2,4-triazol-3-
il)tio)etanon 
M = 300,38 g/mol 
Izgled: rumena oborina Ttal = 171,0–172,0 °C 
TLC: Rf (CH2Cl2/heksan = 15/1) = 0,24 
Izkoristek reakcije: 10 % 
1H-NMR 
(400 MHz, DMSO-
d6) 
δ (ppm) = 12,16 (s, 1H, NH), 9,37 (s, 1H, Ar-H), 8,48 (d, J = 
3,2 Hz, 1H, Ar-H), 8,11 (dd, J = 7,0; 1,7 Hz, 1H, Ar-H), 7,49–
7,51 (m, 1H, Ar-H), 7,22 (pd, J = 7,1; 1,4 Hz, 2H, Ar-H), 4,81 
(s, 2H, (CO)CH2S), 4,54 (hept, J = 6,7 Hz, 1H, CH(CH3)2), 1,46 
(d, J = 6,7 Hz, 6H, 2 × CH(CH3)2)  
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13C-NMR 
(100 MHz, DMSO-
d6) 
δ (ppm) = 22,10; 40,97; 49,44; 112,39; 114,49; 121,11; 122,17; 
123,18; 125,30; 135,17; 136,59; 142,84; 150,08; 187,00 
HRMS Izračunano za C15H17ON4S (M+H)+ (m/z) = 301,1118, 
izmerjena vrednost: 301,1121 
HPLC (čistota) 96,4 % (tR = 3,46 min) 
 
4.4.3 Sinteza 1-(benzo[d][1,3]dioksol-5-il)-2-((4-izopropil-4H-1,2,4-triazol-3-
il)tio)etanona 
 
Za sintezo spojine 14 smo spojini 2 (250 mg, 1,03 mmol, 1,0 eq) dodali spojino 1 (147 mg, 
1,03 mmol, 1 eq) in brezvodni etanol (10 mL) ter mešali ob vrenju pod povratnim 
hladilnikom čez noč pri 90 °C. Nastalo oborino smo vakuumsko odfiltrirali in produkt 
posušili. 
1-(Benzo[d][1,3]dioksol-5-il)-2-((4-izopropil-4H-1,2,4-triazol-3-
il)tio)etanon 
M = 305,35 g/mol 
Izgled: svetlo rumena oborina Ttal = 152,0–153,0 °C 
TLC: Rf (CH2Cl2/heksan = 9/1) = 0,49 
Izkoristek reakcije: 66 % 
1H-NMR 
(400 MHz, DMSO-
d6) 
δ (ppm) = 9,68 (s, 1H, Ar-H), 7,69 (dd, J = 8,2; 1,8 Hz, 1H, Ar-
H), 7,50 (d, J = 1,8 Hz, 1H, Ar-H), 7,09 (d, J = 8,2 Hz, 1H, Ar-
H), 6,17 (s, 2H, OCH2O), 5,02 (s, 2H, (CO)CH2S), 4,57 (hept, J 
= 6,7 Hz, 1H, CH(CH3)2), 1,50 (d, J = 6,7 Hz, 6H, CH(CH3)2) 
13C-NMR 
(100 MHz, DMSO-
d6) 
δ (ppm) = 21,81; 41,26; 50,12; 102,25; 107,66; 108,24; 125,26; 
129,34; 142,88; 147,88; 150,41; 152,11; 190,44 
HRMS Izračunano za C14H16O3N3S (M+H)+ (m/z) = 306,0907, 
izmerjena vrednost: 306,0909 
HPLC (čistota) 97,9 % (tR = 3,58 min) 
 
4.4.4 Poskus sinteze 2-((4-izopropil-4H-1,2,4-triazol-3-il)tio)-1-(4-
metoksifenil)etanona 
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Spojini 3 (250 mg, 1,09 mmol, 1,0 eq) in spojini 1 (156 mg, 1,09 mmol, 1,0 eq) smo dodali 
brezvodni EtOH (10 mL) in prvih nekaj ur mešali ob vrenju pod povratnim hladilnikom pri 
90 °C, nato pa čez noč pri sobni temperaturi. Oborina ni izpadla, zato smo zmes 
skoncentrirali z uparevanjem topila pod znižanim tlakom, nato pa smo dodali nekaj kapljic 
vode. Oborina še vedno ni izpadla, zato smo poskusili produkt izolirati s kolonsko 
kromatografijo v zmesi topil CH₂Cl₂/heksan = 100/1. Z analizo NMR smo ugotovili, da 
spojina ni prava. 
4.4.5 Sinteza 2-((4-izopropil-4H-1,2,4-triazol-3-il)tio)-1-(4-metoksifenil)etanona 
 
Za sintezo spojine 15 smo uporabili spojino 3 (200 mg, 0,87 mmol, 1,0 eq) in spojino 1 (125 
mg, 0,87 mmol, 1,0 eq), kot topilo pa smo uporabili CH₃CN (10 mL). Reakcijsko zmes smo 
mešali čez noč pri sobni temperaturi. Izpadlo oborino smo nato vakuumsko odfiltrirali in 
produkt posušili. 
2-((4-Izopropil-4H-1,2,4-triazol-3-il)tio)-1-(4-
metoksifenil)etanon 
M = 291,37 g/mol 
Izgled: bela oborina Ttal = 150,5–151,5 °C 
TLC: Rf (CH2Cl2/MeOH = 9/1) = 0,48 
Izkoristek reakcije: 60 % 
1H-NMR 
(400 MHz, DMSO-
d6) 
δ (ppm) = 9,57 (s, 1H, Ar-H), 8,00 (d, J = 8,9 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 
7,09 (d, J = 8,9 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 5,03 (s, 2H, (CO)CH2S), 4,55 
(hept, J = 6,7 Hz, 1H, CH(CH3)2), 3,86 (s, 3H, CH3OAr), 1,49 (d, 
J = 6,7 Hz, 6H, CH(CH3)2) 
13C-NMR 
(100 MHz, DMSO-
d6) 
δ (ppm) = 21,87; 41,45; 50,38; 55,78; 114,20; 127,76; 130,98; 
142,98; 150,79; 163,84; 190,79  
HRMS Izračunano za C14H18O2N3S (M+H)+ (m/z) = 292,1114, 
izmerjena vrednost: 292,1116 
HPLC (čistota) 99,6 % (tR = 3,71 min) 
 
4.4.6 Sinteza 2-((4-izopropil-4H-1,2,4-triazol-3-il)tio)-1-(3-metoksifenil)etanona 
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Spojini 4 (200 mg, 0,87 mmol, 1,0 eq) in spojini 1 (125 mg, 0,87 mmol, 1,0 eq) smo dodali 
CH₃CN (10 mL). Zmes smo mešali čez noč pri sobni temperaturi. Izpadlo oborino smo 
vakuumsko odfiltrirali in produkt posušili. 
2-((4-Izopropil-4H-1,2,4-triazol-3-il)tio)-1-(3-
metoksifenil)etanon 
M = 291,37 g/mol 
Izgled: bela oborina Ttal = 128,0–129,0 °C 
TLC: Rf (CH2Cl2/MeOH = 15/1) = 0,42 
Izkoristek reakcije: 28 % 
1H-NMR 
(400 MHz, DMSO-
d6) 
δ (ppm) = 9,64 (s, 1H, Ar-H), 7,63 (dt, J = 7,8; 1,2 Hz, 1H, Ar-
H), 7,50 (dd, J = 2,6; 1,5 Hz, 1H Ar-H),  7,49 (t, J = 7,9 Hz, 1H, 
Ar-H), 7,28 (ddd, J =  8,2; 2,6; 1,0 Hz, 1H, Ar-H), 5,10 (s, 2H, 
(CO)CH2S), 4,57 (hept, J = 6,7 Hz, 1H, CH(CH3)2), 3,83 (s, 3H, 
CH3OAr), 1,50 (d, J = 6,7 Hz, 6H, CH(CH3)2) 
13C-NMR 
(100 MHz, DMSO-
d6) 
δ (ppm) = 21,91; 41,53; 50,15; 55,52; 113,01; 120,07; 120,99; 
130,17; 136,30; 142,98; 150,37; 159,48; 192,40 
HRMS Izračunano za C14H18O2N3S (M+H)+ (m/z) = 292,1114, 
izmerjena vrednost: 292,1117 
HPLC (čistota) 97,7 % (tR = 3,77 min) 
 
4.4.7 Sinteza 2-((4-izopropil-4H-1,2,4-triazol-3-il)tio)-1-(2-metoksifenil)etanona 
 
Spojino 5 (200 mg, 0,87 mmol, 1,0 eq) in 1 (125 mg, 0,87 mmol, 1,0 eq) smo v CH₃CN (10 
mL) mešali čez noč pri sobni temperaturi. Oborina ni izpadla, zato smo produkt izolirali s 
kolonsko kromatografijo z zmesjo topil EtOAc/MeOH = 9/1. Frakcije z želenim produktom 
smo nato združili, uparili topilo pod znižanim tlakom in produkt posušili v sušilniku. 
2-((4-Izopropil-4H-1,2,4-triazol-3-il)tio)-1-(2-
metoksifenil)etanon 
M = 291,37 g/mol 
Izgled: oranžna oborina Ttal = 77,5–78,5 °C 
TLC: Rf (EtOAc/MeOH = 9/1) = 0,54 
Izkoristek reakcije: 70 % 
1H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 8,18 (s, 1H, Ar-H), 7,82 (dd, J = 7,8; 1,9 Hz, 1H, Ar-
H), 7,50 (ddd, J = 8,4; 7,3; 1,8 Hz, 1H, Ar-H), 6,96–7,02 (m, 
2H, 2 × Ar-H), 4,89 (s, 2H, (CO)CH2S), 4,46 (hept, J = 6,7 Hz, 
1H, CH(CH3)2), 3,93 (s, 3H, CH3OAr), 1,47 (d, J = 6,8 Hz, 6H, 
CH(CH3)2) 
13C-NMR 
(100 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 23,11; 46,64; 48,16; 55,84; 111,69; 120,92; 125,49; 
131,19; 134,95; 141,37; 149,45; 159,30; 194,11 
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HRMS Izračunano za C14H18O2N3S (M+H)+ (m/z) = 292,1114, 
izmerjena vrednost: 292,1116 
HPLC (čistota) 99,5 % (tR = 3,79 min) 
 
4.4.8 Poskus sinteze 1-((4-izopropil-4H-1,2,4-triazol-3-il)tio)-3,3-dimetilbutan-2-ona 
 
Pri poskusu sinteze smo 1-kloropinakolinu (150 µL, 1,15 mmol, 1,0 eq) in spojini 1 (164 
mg, 1,15 mmol, 1,0 eq) dodali brezvodni EtOH (10 mL) in mešali ob vrenju pod povratnim 
hladilnikom čez noč pri 90 °C. S tankoplastno kromatografijo nismo našli lise, ki bi ustrezala 
produktu, zato smo ga zavrgli. 
4.4.9 Sinteza 1-((4-izopropil-4H-1,2,4-triazol-3-il)tio)-3,3-dimetilbutan-2-ona 
 
1-Kloropinakolinu (150 µL, 1,15 mmol, 1,0 eq) smo dodali spojino 1 (164 mg, 1,15 mmol, 
1,0 eq) in  CH₃CN (10 mL). Reakcijsko zmes smo mešali pri sobni temperaturi, nato pa smo 
mešanje čez noč nadaljevali ob vrenju pod povratnim hladilnikom na 70 °C. Nato smo zmesi 
dodali katalitsko količino kalijevega jodida, čez noč segrevali na 70 °C in produkt očistili s 
kolonsko kromatografijo v zmesi topil EtOAc/MeOH = 95/5. Frakcije s produktom smo 
združili, uparili topilo pod znižanim tlakom in surovi produkt posušili v sušilniku. 
1-((4-Izopropil-4H-1,2,4-triazol-3-il)tio)-3,3-dimetilbutan-2-on M = 241,35 g/mol 
Izgled: rumeno olje Ttal = / 
TLC: Rf (EtOAc/MeOH = 95/5) = 0,41 
Izkoristek reakcije: 5 % 
1H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 8,19 (s, 1H, Ar-H), 4,55 (s, 2H, (CO)CH2S), 4,42 
(hept, J = 6,7 Hz, 1H, CH(CH3)2), 1,49 (d, J = 6,7 Hz, 6H, 
CH(CH3)2), 1,22 (s, 9H, (CH3)3C(CO)) 
13C-NMR 
(100 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 23,05; 26,69; 40,90; 44,51; 48,25; 141,47; 149,34; 
209,15 
HRMS Izračunano za C11H20ON3S (M+H)+ (m/z) = 242,1322, 
izmerjena vrednost: 242,1323 
HPLC (čistota) 96,0 % (tR = 3,35 min) 
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4.4.10 Sinteza 2-((4-izopropil-4H-1,2,4-triazol-3-il)tio)-1-(2-metil-1H-indol-3-
il)etanona 
 
Spojini 12 (150 mg, 0,72 mmol, 1,0 eq) smo dodali spojino 1 (103 mg, 0,72 mmol, 1,0 eq) 
in topilo CH₃CN (10 mL). Zmes smo najprej mešali pri sobni temperaturi, nato pa čez noč 
segrevali pri 70 ºC. Izpadlo oborino smo vakuumsko odfiltrirali in produkt posušili v 
sušilniku. 
2-((4-Izopropil-4H-1,2,4-triazol-3-il)tio)-1-(2-metil-1H-indol-3-
il)etanon 
M = 314,41 g/mol 
Izgled: bela oborina Ttal = 149,0–150,0 ºC  
TLC: Rf (CH2Cl2/MeOH = 15/1) = 0,24 
Izkoristek reakcije: 62 % 
1H-NMR 
(400 MHz, DMSO-
d6) 
δ (ppm) = 12,38 (s, 1H, NH), 9,68 (s, 1H, Ar-H), 7,98–8,03 (m, 
1H, Ar-H), 7,40–7,44 (m, 1H, Ar-H), 7,15–7,20 (m, 2H, 2 × Ar-
H), 5,11 (s, 2H, (CO)CH2S), 4,61 (hept, J = 6,7 Hz, 1H, 
CH(CH3)2), 2,75 (s, 3H, CH3Ar), 1,52 (d, J = 6,7 Hz, 6H, 
CH(CH3)2)  
13C-NMR 
(100 MHz, DMSO-
d6) 
δ (ppm) = 15,26; 21,90; 45,68; 50,16; 111,34; 111,59; 120,53; 
121,86; 122,26; 126,55; 134,86; 142,68; 146,04; 150,94; 186,75 
HRMS Izračunano za C16H19ON4S (M+H)+ (m/z) = 315,1274, 
izmerjena vrednost: 315,1276 
HPLC (čistota) 98,7 % (tR = 3,61 min) 
 
4.4.11 Poskus sinteze 4-(2-((4-izopropil-4H-1,2,4-triazol-3-il)tio)acetil)benzonitrila 
 
Spojini 2-bromo-4'-cianoacetofenon (400 mg, 1,78 mmol, 1,0 eq) smo dodali spojino 1 (256 
mg, 1,78 mmol, 1,0 eq) in kot topilo uporabili brezvodni EtOH (20 mL). Mešali smo čez noč 
pri 70 ºC. Oborina ni izpadla, produkta tako nismo izolirali ali čistili. 
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4.4.12 Sinteza 4-(2-((4-izopropil-4H-1,2,4-triazol-3-il)tio)acetil)benzonitrila 
 
Tokrat smo pri sintezi uporabili enake spojine v enakih količinah, kot so opisane v zgornjem 
poskusu sinteze, kot topilo pa smo uporabili CH₃CN (20 mL). Reakcijsko zmes smo mešali 
pri sobni temperaturi 3 ure. Izpadlo oborino smo vakuumsko odfiltrirali in produkt posušili. 
4-(2-((4-Izopropil-4H-1,2,4-triazol-3-il)tio)acetil)benzonitril M = 286,35 g/mol 
Izgled: beli kristali Ttal = 145,5–146,5 ºC  
TLC: Rf (CH2Cl2/MeOH = 9/1) = 0,55 
Izkoristek reakcije: 90 % 
1H-NMR 
(400 MHz, DMSO-
d6) 
δ (ppm) = 9,66 (s, 1H, Ar-H), 8,18 (d, J = 8,7 Hz, 2H, 2 × Ar-
H), 8,07 (d, J = 8,6 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 5,13 (s, 2H, (CO)CH2S), 
4,56 (hept, J = 6,6 Hz, 1H, CH(CH3)2), 1,49 (d, J = 6,7 Hz, 6H, 
CH(CH3)2)  
13C-NMR 
(100 MHz, DMSO-
d6) 
δ (ppm) = 21,88; 41,54; 50,29; 115,78; 118,08; 129,13; 132,96; 
138,19; 143,08; 150,26; 192,15 
HRMS Izračunano za C14H15ON4S (M+H)+ (m/z) = 287,0961, 
izmerjena vrednost: 287,0964 
HPLC (čistota) 93,6 % (tR = 3,41 min) 
 
4.4.13 Sinteza 1-(2,3-dihidrobenzo[b][1,4]dioksin-6-il)-2-((4-izopropil-4H-1,2,4-
triazol-3-il)tio)etanona 
 
Za sintezo spojine 21 (Z9) smo spojini 6 (1,068 g, 4,15 mmol, 1,0 eq) v CH₃CN (približno 
45 mL) dodali spojino 1 (595 mg, 4,15 mmol, 1,0 eq). Reakcijsko zmes smo mešali čez noč 
pri sobni temperaturi. Nastalo oborino smo vakuumsko odfiltrirali in produkt posušili. 
1-(2,3-Dihidrobenzo[b][1,4]dioksin-6-il)-2-((4-izopropil-4H-
1,2,4-triazol-3-il)tio)etanon 
M = 319,38 g/mol 
Izgled: bela oborina Ttal = 147,5–148,5 ºC  
TLC: Rf (CH2Cl2/MeOH = 9/1) = 0,56 
Izkoristek reakcije: 95 % 
1H-NMR δ (ppm) = 9,79 (s, 1H, Ar-H), 7,55 (dd, J = 8,5; 2,1 Hz, 1H, Ar-
H), 7,52 (d, J = 2,1 Hz, 1H, Ar-H), 7,01 (d, J = 8,5 Hz, 1H, Ar-
32 
 
(400 MHz, DMSO-
d6) 
H), 5,04 (s, 2H, (CO)CH2S), 4,58 (hept, J = 6,7 Hz, 
1H,CH(CH3)2), 4,33–4,35 (m, 2H, O(CH2)2O), 4,28–4,30 (m, 
2H, O(CH2)2O), 1,50 (d, J = 6,7 Hz, 6H, CH(CH3)2)  
13C-NMR 
(100 MHz, DMSO-
d6) 
δ (ppm) = 21,85; 41,36; 50,39; 63,99; 64,69; 117,39; 117,58; 
122,61; 128,35; 143,00; 143,29; 148,64; 150,72; 190,72 
HRMS Izračunano za C15H18O3N3S (M+H)+ (m/z) = 320,1063, 
izmerjena vrednost: 320,1066 
HPLC (čistota) 98,6 % (tR = 3,65 min) 
 
4.4.14 Sinteza 2-((4-izopropil-4H-1,2,4-triazol-3-il)tio)-1-(3-nitrofenil)etanona 
 
Za sintezo spojine 22 smo spojini 2-bromo-3'-nitroacetofenon (200 mg, 0,82 mmol, 1,0 eq) 
v CH₃CN (10 mL) dodali spojino 1 (117 mg, 0,82 mmol, 1,0 eq) in mešali čez noč pri 70 
ºC. Oborina ni izpadla, zato smo reakcijsko zmes skoncentrirali z uparevanjem topila pod 
znižanim tlakom in pustili čez vikend na sobni temperaturi. Nato smo izvedli 
prekristalizacijo iz etanola. Zmes smo znova skoncentrirali z uparevanjem topila pod 
znižanim tlakom, dodali CH₂Cl₂ in nastalo oborino vakuumsko odfiltrirali ter posušili. 
2-((4-Izopropil-4H-1,2,4-triazol-3-il)tio)-1-(3-nitrofenil)etanon M = 306,34 g/mol 
Izgled: bela oborina Ttal = 136,5–137,5 ºC  
TLC: Rf (CH2Cl2/MeOH = 9/1) = 0,53 
Izkoristek reakcije: 86 % 
1H-NMR 
(400 MHz, DMSO-
d6) 
δ (ppm) = 9,65 (s, 1H, Ar-H), 8,71 (t,  J = 2,0 Hz, 1H, Ar-H), 
8,53 (ddd, J = 8,2; 2,4; 1,0 Hz, 1H, Ar-H), 8,47 (dt, J = 7,8; 1,4 
Hz, 1H, Ar-H), 7,89 (t, J = 8,0 Hz, 1H, Ar-H), 5,19 (s, 2H, 
(CO)CH2S), 4,58 (hept, J = 6,6 Hz, 1H, CH(CH3)2), 1,50 (d, J = 
6,7 Hz, 6H, CH(CH3)2) 
13C-NMR 
(100 MHz, DMSO-
d6) 
δ (ppm) = 21,96; 41,42; 50,08; 122,85; 128,13; 130,84; 134,70; 
136,23; 143,08; 148,05; 149,94; 191,53 
HRMS Izračunano za C13H15O3N4S (M+H)+ (m/z) = 307,0859, 
izmerjena vrednost: 307,0861 
HPLC (čistota) 98,6 % (tR = 3,63 min) 
 
33 
 
4.4.15 Sinteza 1-(4-bromofenil)-2-((4-izopropil-4H-1,2,4-triazol-3-il)tio)etanona 
 
Spojino 7 (200 mg, 0,72 mmol, 1,0 eq) in spojino 1 (103 mg, 0,72 mmol, 1,0 eq) v CH₃CN 
(10 mL) smo mešali čez noč na sobni temperaturi. Nastalo oborino smo vakuumsko 
odfiltrirali in posušili v sušilniku. 
1-(4-Bromofenil)-2-((4-izopropil-4H-1,2,4-triazol-3-
il)tio)etanon 
M = 340,24 g/mol 
Izgled: bela oborina Ttal = 129,0–130,0 ºC  
TLC: Rf (CH2Cl2/MeOH = 9/1) = 0,56 
Izkoristek reakcije: 89 % 
1H-NMR 
(400 MHz, DMSO-
d6) 
δ (ppm) = 9,63 (s, 1H, Ar-H), 7,96 (d, J = 8,6 Hz, 2H, 2 × Ar-
H), 7,79 (d, J = 8,6 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 5,08 (s, 2H, (CO)CH2S), 
4,56 (hept, J = 6,7 Hz, 1H, CH(CH3)2), 1,49 (d, J = 6,7 Hz, 6H, 
CH(CH3)2) 
13C-NMR 
(100 MHz, DMSO-
d6) 
δ (ppm) = 21,93; 41,31; 50,05; 128,22; 130,49; 132,02; 134,00; 
143,00; 150,13; 191,96 
HRMS Izračunano za C13H15ON3SBr (M+H)+ (m/z) = 340,0114, 
izmerjena vrednost: 340,0118 
HPLC (čistota) 99,3 % (tR = 4,25 min) 
 
4.4.16 Sinteza 2-((4-izopropil-4H-1,2,4-triazol-3-il)tio)-1-(p-tolil)etanon  
 
Za sintezo spojine 24 smo natehtali spojino 8 (200 mg, 0,94 mmol, 1,0 eq) in spojino 1 (134 
mg, 0,94 mmol, 1,0 eq) ter dodali CH₃CN (10 mL). Mešali smo pri sobni temperaturi čez 
noč. Oborino, ki je izpadla, smo vakuumsko filtrirali in posušili v sušilniku. 
2-((4-Izopropil-4H-1,2,4-triazol-3-il)tio)-1-(p-tolil)etanon M = 275,37 g/mol 
Izgled: rumeni kristali Ttal = 142,0–143,0 ºC  
TLC: Rf (CH2Cl2/MeOH = 9/1) = 0,52 
Izkoristek reakcije: 68 % 
1H-NMR 
(400 MHz, DMSO-
d6) 
δ (ppm) = 9,73 (s, 1H, Ar-H), 7,93 (d, J = 8,3 Hz, 2H, 2 × Ar-
H), 7,38 (d, J = 8,0 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 5,09 (s, 2H, (CO)CH2S), 
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4,57 (hept, J = 6,6 Hz, 1H, CH(CH3)2), 2,39 (s, 3H, CH3Ar) 
1,50 (d, J = 6,7 Hz, 6H, CH(CH3)2) 
13C-NMR 
(100 MHz, DMSO-
d6) 
δ (ppm) = 21,30; 21,88; 41,52; 50,25; 128,63; 129,49; 132,44; 
142,98; 144,70; 150,57; 192,01 
HRMS Izračunano za C14H18ON3S (M+H)+ (m/z) = 276,1165, 
izmerjena vrednost: 276,1168 
HPLC (čistota) 98,0 % (tR = 3,99 min) 
 
4.4.17 Sinteza 1-(4-hidroksifenil)-2-((4-izopropil-4H-1,2,4-triazol-3-il)tio)etanona  
 
Za sintezo spojine 25 smo spojinama 9 (400 mg, 1,86 mmol, 1,0 eq) in 1 (266 mg, 1,86 
mmol, 1,0 eq) dodali CH₃CN (20 mL) in mešali čez noč pri sobni temperaturi. Izpadlo 
oborino smo vakuumsko odfiltrirali in produkt posušili. 
1-(4-Hidroksifenil)-2-((4-izopropil-4H-1,2,4-triazol-3-
il)tio)etanon 
M = 277,34 g/mol 
Izgled: rumena oborina Ttal = 159,5–160,5 ºC  
TLC: Rf (CH2Cl2/MeOH = 9/1) = 0,43 
Izkoristek reakcije: 57 % 
1H-NMR 
(400 MHz, DMSO-
d6) 
δ (ppm) = 9,82 (s, 1H, Ar-H), 7,90 (d, J = 8,8 Hz, 2H, 2 × Ar-
H), 6,90 (d, J = 8,8 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 5,05 (s, 2H, (CO)CH2S), 
4,58 (hept, J = 6,6 Hz, 1H, CH(CH3)2), 1,50 (d, J = 6,7 Hz, 6H, 
CH(CH3)2) 
13C-NMR 
(100 MHz, DMSO-
d6) 
δ (ppm) = 21,85; 41,51; 50,48; 115,53; 126,35; 131,23; 142,97; 
150,98; 162,93; 190,40 
HRMS Izračunano za C13H16O2N3S (M+H)+ (m/z) = 278,0958, 
izmerjena vrednost: 278,0960 
HPLC (čistota) 98,9 % (tR = 2,76 min) 
 
4.4.18 Sinteza 2-((4-izopropil-4H-1,2,4-triazol-3-il)tio)-1-feniletanona 
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Za sintezo spojine 26 smo uporabili spojino 2-bromoacetofenon (200 mg, 1,00 mmol, 1,0 
eq) in spojino 1 (158 mg, 1,00 mmol, 1,0 eq) ter reakcijsko zmes mešali čez noč pri sobni 
temperaturi. Nastalo oborino smo vakuumsko filtrirali in produkt posušili. 
2-((4-Izopropil-4H-1,2,4-triazol-3-il)tio)-1-feniletanon M = 261,34 g/mol 
Izgled: bela oborina Ttal = 145,5–146,5 ºC  
TLC: Rf (CH2Cl2/MeOH = 9/1) = 0,55 
Izkoristek reakcije: 48 % 
1H-NMR 
(400 MHz, DMSO-
d6) 
δ (ppm) = 9,59 (s, 1H, Ar-H), 8,02–8,05 (m, 2H, 2 × Ar-H), 
7,69–7,73 (m, 1H, Ar-H), 7,55–7,60 (m, 2H, 2 × Ar-H), 5,10 (s, 
2H, (CO)CH2S), 4,56 (hept, J = 6,7 Hz, 1H, CH(CH3)2), 1,49 (d, 
J = 6,7 Hz, 6H, CH(CH3)2) 
13C-NMR 
(100 MHz, DMSO-
d6) 
δ (ppm) = 21,94; 41,39; 49,92; 128,48; 128,93; 134,04; 134,96; 
142,95; 150,11; 192,59 
HRMS Izračunano za C13H16ON3S (M+H)+ (m/z) = 262,1009, 
izmerjena vrednost: 262,1009 
HPLC (čistota) 97,1 % (tR = 3,56 min) 
 
4.4.19 Sinteza 2-(4-(2-((4-izopropil-4H-1,2,4-triazol-3-il)tio)acetil)fenoksi)acetonitrila 
 
Za sintezo spojine 27 smo spojini 25 (150 mg, 0,54 mmol, 1,0 eq) dodali kloroacetonitril (61 
mg, 0,81 mmol, 1,5 eq), K₂CO₃ (150 mg, 1,08 mmol, 2,0 eq) in CH₃CN (10 mL). Reakcijsko 
zmes smo mešali čez noč v atmosferi argona pri 50 ºC. Topilo smo nato uparili pod znižanim 
tlakom in produkt ekstrahirali z NaHCO₃ in CH₂Cl₂. Oborino smo odfiltrirali, filtratu pa 
uparili diklorometan pod znižanim tlakom. Produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo 
z zmesjo topil CH₂Cl₂/metanol = 20/1. 
2-(4-(2-((4-Izopropil-4H-1,2,4-triazol-3-
il)tio)acetil)fenoksi)acetonitril 
M = 316,38 g/mol 
Izgled: oranžno-rjava oborina Ttal = 120,5–121,5 ºC  
TLC: Rf (CH2Cl2/MeOH = 20/1) = 0,23 
Izkoristek reakcije: 65 % 
1H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 8,19 (s, 1H, Ar-H), 8,02 (d, J = 9,0 Hz, 2H, 2 × Ar-
H), 7,02 (d, J = 9,0 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 4,87 (s, 2H, (CO)CH2S), 
4,86 (s, 2H, (CN)CH2O), 4,40 (hept, J = 6,7 Hz, 1H, 
CH(CH3)2), 1,46 (d, J = 6,7 Hz, 6H, CH(CH3)2) 
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13C-NMR 
(100 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 23,00; 41,51; 48,30; 53,36; 114,51; 114,82; 130,19; 
131,16; 141,65; 148,98; 160,60; 191,64 
HRMS Izračunano za C15H17O2N4S (M+H)+ (m/z) = 317,1067, 
izmerjena vrednost: 317,1064 
HPLC (čistota) 98,0 % (tR = 3,45 min) 
 
4.4.20 Sinteza 1-(4-izopropoksifenil)-2-((4-izopropil-4H-1,2,4-triazol-3-il)tio)etanona 
 
Za sintezo spojine 28 smo spojini 25 (150 mg, 0,54 mmol, 1,0 eq) dodali izopropil bromid 
(100 mg, 0,81 mmol, 1,5 eq), K₂CO₃ (150 mg, 1,08 mmol, 2,0 eq) in topilo CH₃CN (10 
mL). Reakcijsko zmes smo mešali čez noč v atmosferi argona pri 50 ºC. Nato smo dodali 
katalitsko količino KI in izopropil bromid (76 µL, 0,81 mmol, 1,5 eq). Produkt smo izolirali 
z ekstrakcijo v CH₂Cl₂, ostale reagente pa v NaHCO₃. Na koncu smo produkt očistili še s 
kolonsko kromatografijo z zmesjo topil CH₂Cl₂/metanol = 20/1. 
1-(4-Izopropoksifenil)-2-((4-izopropil-4H-1,2,4-triazol-3-
il)tio)etanon 
M = 319,42 g/mol 
Izgled: rumeno olje Ttal = /  
TLC: Rf (CH2Cl2/MeOH = 20/1) = 0,25 
Izkoristek reakcije: 32 % 
1H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 8,18 (s, 1H, Ar-H), 7,94 (d, J = 9,0 Hz, 2H, 2 × Ar-
H), 6,88 (d, J = 9,0 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 4,87 (s, 2H, (CO)CH2S), 
4,62 (hept, J = 6,1 Hz, 1H, OCH(CH3)2), 4,41 (hept, J = 6,7 Hz, 
1H, NCH(CH3)2), 1,46 (d, J = 6,7 Hz, 6H, NCH(CH3)2), 1,33 
(d, J = 6,1 Hz, 6H, OCH(CH3)2) 
13C-NMR 
(100 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 21,91; 22,99; 41,76; 48,22; 70,30; 115,33; 127,64; 
131,01; 141,51; 149,26; 162,80; 191,61 
HRMS Izračunano za C16H22O2N3S (M+H)+ (m/z) = 320,1427, 
izmerjena vrednost: 320,1429 
HPLC (čistota) 91,9 % (tR = 4,41 min) 
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4.4.21 Sinteza 1-(4-(dimetilamino)fenil)-2-((4-izopropil-4H-1,2,4-triazol-3-
il)tio)etanona 
 
Pri poskusu sinteze spojine 29 smo spojini 10 (200 mg, 0,83 mmol, 1,0 eq) dodali spojino 1 
(119 mg, 0,83 mmol, 1,0 eq) in CH₃CN (10 mL) ter mešali pol ure pri sobni temperaturi. 
Produkt smo izolirali po postopku, opisanem v splošnem postopku sinteze končnih spojin. 
1-(4-(Dimetilamino)fenil)-2-((4-izopropil-4H-1,2,4-triazol-3-
il)tio)etanon 
M = 304,41 g/mol 
Izgled: bela oborina Ttal = 166,0–167,0 ºC  
TLC: Rf (CH2Cl2/MeOH = 9/1) = 0,52 
Izkoristek reakcije: 52 % 
1H-NMR 
(400 MHz, DMSO-
d6) 
δ (ppm) = 9,63 (s, 1H, Ar-H), 7,84 (d, J = 9,1 Hz, 2H, 2 × Ar-
H), 6,75 (d, J = 9,2 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 4,97 (s, 2H, (CO)CH2S), 
4,56 (hept, J = 6,7 Hz, 1H, CH(CH3)2), 3,04 (s, 6H, N(CH3)2), 
1,49 (d, J = 6,7 Hz, 6H, CH(CH3)2) 
13C-NMR 
(100 MHz, DMSO-
d6) 
δ (ppm) = 21,90; 39,66; 41,29; 50,08; 110,78; 122,012; 130,62; 
142,87; 150,69; 153,76; 189,42 
HRMS Izračunano za C15H21ON4S (M+H)+ (m/z) = 305,1431, 
izmerjena vrednost: 305,1432 
HPLC (čistota) 95,2 % (tR = 3,88 min) 
 
4.4.22 Sinteza etil 2-(4-(2-((4-izopropil-4H-1,2,4-triazol-3-il)tio)acetil)fenoksi)acetata 
 
Za sintezo spojine 30 smo spojini 25 (150 mg, 0,54 mmol, 1,0 eq) dodali etil bromoacetat 
(135 mg, 0,81 mmol, 1,5 eq), K₂CO₃ (150 mg, 1,08 mmol, 2,0 eq) in topilo CH₃CN (10 
mL). Reakcijsko zmes smo mešali čez noč v argonski atmosferi pri 50 ºC. Nastalo oborino 
smo vakuumsko odfiltrirali. Produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo z zmesjo topil 
CH₂Cl₂/metanol = 20/1. 
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Etil 2-(4-(2-((4-izopropil-4H-1,2,4-triazol-3-
il)tio)acetil)fenoksi)acetat 
M = 363,43 g/mol 
Izgled: rumena oborina Ttal = 68,0–69,0 ºC  
TLC: Rf (EtOAc/MeOH = 20/1) = 0,22 
Izkoristek reakcije: 32 % 
1H-NMR 
(400 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 8,17 (s, 1H, Ar-H), 7,97 (d, J = 9,0 Hz, 2H, 2 × Ar-
H), 6,92 (d, J = 9,0 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 4,86 (s, 2H, (CO)CH2S), 
4,66 (s, 2H, (CO)CH2O), 4,40 (hept, J = 6,7 Hz, 1H, 
CH(CH3)2), 4,25 (q, J = 7,1 Hz, 2H, CH3CH2O), 1,46 (d, J = 
6,7 Hz, 6H, CH(CH3)2), 1,27 (t, J = 7,1 Hz, 3H, CH3CH2O) 
13C-NMR 
(100 MHz, CDCl3) 
δ (ppm) = 14,20; 22,98; 41,65; 48,23; 61,71; 65,20; 114,64; 
129,02; 130,98; 141,56; 149,09; 162,26; 168,09; 191,65 
HRMS Izračunano za C17H22O4N3S (M+H)+ (m/z) = 364,1326, 
izmerjena vrednost: 364,1324 
HPLC (čistota) 90,4 % (tR = 3,86 min) 
 
4.4.23 Sinteza 2-(4-(2-((4-izopropil-4H-1,2,4-triazol-3-il)tio)acetil)fenoksi)etanojske 
kisline 
 
Za sintezo spojine 31 smo uporabili spojino 30 (31,5 mg, 0,09 mmol, 1,0 eq), ki smo jo 
raztopili v metanolu (2,5 mL). Raztopini smo dodali 0,1 M NaOH (1,3 mL, 0,13 mmol, 1,5 
eq) in mešali pri sobni temperaturi eno uro. Nato smo zmesi dodali še 1 M HCl (200 µL, 
5,60 mmol, 62,1 eq), da je izpadla oborina, ki smo jo vakuumsko odfiltrirali in posušili. 
2-(4-(2-((4-Izopropil-4H-1,2,4-triazol-3-
il)tio)acetil)fenoksi)etanojska kislina 
M = 335,38 g/mol 
Izgled: svetlo rumena oborina Ttal = 196,0–197,0 ºC  
TLC: Rf (CH2Cl2/MeOH = 4/1) = 0,04 
Izkoristek reakcije: 66 % 
1H-NMR 
(400 MHz, DMSO-
d6) 
δ (ppm) = 13,15 (s, 1H, COOH), 8,72 (s, 1H, Ar-H), 7,97 (d, J 
= 9,0 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 7,04 (d, J = 9,0 Hz, 2H, 2 × Ar-H), 
4,83 in 4,82 (s, 2H + 2H, (COOH)CH2O in (CO)CH2S), 4,39 
(hept, J = 6,9 Hz, 1H, CH(CH3)2), 1,40 (d, J = 6,7 Hz, 6H, 
CH(CH3)2) 
13C-NMR 
(100 MHz, DMSO-
d6) 
δ (ppm) = 22,54; 40,67; 47,75; 64,57; 114,56; 128,49; 130,77; 
142,84; 147,40; 162,04; 169,73; 191,69 
HRMS Izračunano za C15H18O4N3S (M+H)+ (m/z) = 336,1013, 
izmerjena vrednost: 336,1013 
HPLC (čistota) 99,3 % (tR = 2,80 min) 
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4.5 DRUGI POSKUSI SINTEZE 
4.5.1 Poskus sinteze 2-kloro-1-(5-metoksi-1H-indol-3-il)etanona 
 
Pri poskusu sinteze smo 5-metoksi-1H-indolu (1,472 g, 10,00 mmol, 1,0 eq) dodali 
kloroacetil klorid  (810 µL, 10,18 mmol, 1,02 eq) in dioksan (20 mL) ter reakcijsko zmes 
mešali 45 minut pri 110 ºC. Zmes smo ohladili na sobno temperaturo, nato pa jo zlili na 
ohlajeno vodo, da je izpadla oborina. Potek reakcije smo preverili s tankoplastno 
kromatografijo. Z analizo NMR spektra smo ugotovila, da spojina, ki je nastala, ni prava. 
4.5.2 Poskus sinteze 4-(2-((4-izopropil-4H-1,2,4-triazol-3-il)tio)acetil)benzamida 
 
Pri poskusu sinteze smo spojini 20 (50 mg, 0,17 mmol, 1,0 eq) dodali KOH (49 mg, 0,87 
mmol, 5,0 eq) in 2-propanol (10 mL) ter mešali nekaj ur pri sobni temperaturi, nato pa še 3 
dni pri 70 ºC. Potek reakcije smo preverili s tankoplastno kromatografijo, potem pa smo 
dodali še 5,0 eq KOH. Na podlagi analize s tankoplastno kromatografijo smo sklepali, da 
izhodne spojine ni več, vendar z njo tudi nismo videli lise, ko bi ustrezala produktu, zato 
smo zmes zavrgli. 
4.5.3 Poskus sinteze 1-(2,3-dihidrobenzo[b][1,4]dioksin-6-il)etantiona 
 
Pri poskusu sinteze smo 6-acetil-1,4-benzodioksanu (1,0 g, 5,61 mmol, 1,0 eq) dodali 
Lawessonov reagent (3,178 g, 7,86 mmol, 1,4 eq) in toluen (50 mL). Reakcijsko zmes smo 
mešali čez noč pri 120 ºC. Potek reakcije smo preverili s tankoplastno kromatografijo. Nismo 
videli lise, ki bi ustrezala produktu, zato smo ga zavrgli. 
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4.5.4 Poskus sinteze 2-bromo-1-(2,3-dihidrobenzo[b][1,4]dioksin-6-il)etanetiona 
 
Pri poskusu sinteze smo bromirani derivat 6-acetil-1,4-benzodioksana (1 g, 3,89 mmol, 1,0 
eq) in Lawessonov reagent (2,203 g, 5,45 mmol, 1,4 eq) v toluenu (50 mL) mešali ob vrenju 
pod povratnim hladilnikom čez noč pri 120 ºC. produkt smo nato izolirali z ekstrakcijo z 
NaHCO₃. Organsko fazo smo posušili z Na₂SO₃, ki smo ga potem odfiltrirali. Topilo smo 
upareli pod znižanim tlakom in produkt očistili s kolonsko kromatografijo z zmesjo topil 
CH₂Cl₂/heksan = 1/1. S čiščenjem smo dobili 4 različne spojine, njihove NMR analize pa 
so pokazale, da nobena od njih ni prava. 
4.5.5 Poskusa sinteze 1-(2,3-dihidrobenzo[b][1,4]dioksin-6-il)-2-((4-izopropil-4H-1,2,4-
triazol-3-il)tio)etanetiona 
 
Pri poskusu sinteze smo spojini 21 (100 mg, 0,31 mmol, 1,0 eq) dodali Lawessonov reagent 
(89 mg, 0,22 mmol, 0,7 eq) in brezvodni THF (20 mL) ter mešali čez noč pri sobni 
temperaturi. Nato smo zmes segrevali v atmosferi argona na 50 ºC. Potek reakcije smo 
preverjali s tankoplastno kromatografijo. Po 3 urah mešanja smo dodali še 0,7 eq 
Lawessonovega reagenta ter ob nadaljnjem mešanju segrevali pri 75 ºC čez noč. Reakcijski 
zmesi smo nato uparili topilo pod znižanim tlakom ter produkt ekstrahirali v organsko fazo 
z NaHCO₃ in CH₂Cl₂. S tankoplastno kromatografijo smo ugotovili, da reakcija ni potekla. 
 
Za ta poskus sinteze smo, tako kot pri prejšnjem postopku, uporabili spojino 21 (100 mg, 
0,31 mmol, 1,0 eq) ter Lawessonov reagent (178 mg, 0,44 mmol, 1,4 eq), kot topilo pa smo 
namesto brezvodnega THF uporabili toluen (20 mL). Reakcijsko zmes mešali ob vrenju pod 
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povratnim hladilnikom čez noč pri 120 ºC, nato pa potek reakcije preverili s tankoplastno 
kromatografijo. Ugotovili smo, da reakcija ni potekla. 
4.5.6 Poskus sinteze 2-(4-(2-((4-izopropil-4H-1,2,4-triazol-3-
il)tio)acetil)fenoksi)acetamida 
 
Pri poskusu sinteze smo spojini 27 (60 mg, 0,19 mmol, 1,0 eq) dodali KOH (106 mg, 1,89 
mmol, 10,0 eq) in 2-propanol (10 mL) ter mešali čez noč pri 70 ºC. Zmesi smo uparili topilo 
pod znižanim tlakom, ga raztopili v EtOAc in sprali z nasičeno raztopino NaHCO3. 
Organsko fazo  smo posušili z Na₂SO₃ ter sušilno sredstvo odstranili s filtracijo, topilo pa 
smo uparili pod znižanim tlakom. Z NMR analizo spojine smo ugotovili, da reakcija ni 
potekla. 
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5. REZULTATI IN RAZPRAVA 
V okviru raziskovalnega dela smo sintetizirali potencialne zaviralce katepsina X z 
variacijami benzodioksanskega dela. V prejšnjih raziskavah so z molekulskim modeliranjem 
ugotovili, da naj bi bil za vezavo in delovanje zaviralcev v aktivnem mestu encima ključen 
triazolni del molekule, benzodioksanski del pa naj bi se vezal v hidrofobni žep S2, ki se od 
drugih katepsinov razlikuje v prisotnosti aminokislinskih ostankov Asn75 in Asp76. Z 
načrtovanjem ustreznih modifikacij tega dela molekule bi torej lahko povečali specifičnost 
inhibitorja za katepsin X, poleg tega pa bi lahko z ustreznimi substituenti ojačali vezavo v 
sam žep S2 (50). 
Sintetizirali smo spojine z bicikličnim sistemom ter derivate acetofenona. Sinteza končnih 
spojin je v večini primerov potekala v dveh stopnjah. V prvi stopnji smo z bromiranjem 
acetofenonskih in indolnih derivatov  pripravili ustrezne reaktivne spojine, katere smo v 
drugem delu sinteze spojili s predhodno sintetiziranim triazolom. V določenih reakcijah smo 
uporabili komercialno dostopne bromirane spojine, ki smo jim v eni reakcijski stopnji dodali 
triazolni del. Nekatere spojine pa smo sintetizirali tako, da smo predhodnim končnim 
spojinam z alkiliranjem, hidrolizo estra ali nitrila spremenili substituente na benzenovem 
obroču. 
 
5.1 SINTEZA 4-IZOPROPIL-4H-1,2,4-TRIAZOL-3-TIOLA 
Sinteza tiosemikarbazida (1) je potekla med izopropil izotiocianatom in formilhidrazinom 
po principu nukleofilne adicije. Elektronegativna atoma žvepla in dušika v izotiocianatu 
odtegneta elektrone ogljiku, ki tako dobi delno pozitiven naboj in postane dovzeten za napad 
amino skupine nukleofila – formilhidrazina. Zmes smo mešali pri temperaturi 90 °C čez noč. 
V drugem delu reakcije bi morali dodati 0,5 M NaOH, s katerim bi produkt ciklizirali do 4-
izopropil-4H-1,2,4-triazol-3-tiola, vendar zaradi mešanja, ki smo ga namesto 6 ur izvajali 
skoraj 24 ur, to ni bilo potrebno, saj je analiza NMR pokazala, da je tvorba obroča že potekla. 
Takšno ciklizirano stanje molekule je namreč termodinamsko bolj stabilno.  
Prva nastala oborina pri izolaciji produkta se je z analizo s tankoplastno kromatografijo 
izkazala za nečisto. Možno je, da je aldehidna skupina reagirala s kakšno drugo aminsko 
skupino tiosemikarbazida, lahko je bila prisotna kakšna od izhodnih spojin ali pa je šlo za 
zmes tiosemikarbazida in 4-izopropil-4H-1,2,4-triazol-3-tiola, torej produktov prve in druge 
stopnje reakcije. V nadaljnih stopnjah reakcij smo nečiste oborine bromiranim spojinam 
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dodali nekoliko več, in sicer 1,1 eq. Oborina, ki smo jo dobili pri drugem koncentriranju 
matičnice, je bila čista. 
 
5.2 BROMIRANJE ACETOFENONSKIH IN INDOLNIH DERIVATOV 
Za bromiranje acetofenonov in acetoindolov smo uporabili bakrov(II) bromid, ki je značilen 
reagent za selektivno α-bromiranje ketonov. Elektron privlačni induktivni efekt karbonilne 
skupine acetilnega dela močno aktivira ogljikov atom na α-mestu, kjer nato poteče 
elektrofilna substitucija, vodikov atom pa se zamenja z atomom broma. Končne produkte 
smo očistili s kolonsko kromatografijo, saj smo z analizo produktov s tankoplastno 
kromatografijo ugotovili, da spojine niso čiste. Pri reakcijah spojin 2, 3, 5–9 in 11 so bile na 
tankoplastnem kromatogramu prisotne lise, ki so pripadale stranskemu produktu in lise, ki 
so ustrezale izhodnim spojinam. Pri reakciji se je lahko na α-ogljik vezal še en brom in je 
nastal dibromiran stranski produkt, možno pa je tudi, da se je brom vezal na aromatski obroč. 
V oborini pri reakciji nastanka spojine 4 je nastal stranski produkt, ki glede na NMR analizo 
ni ustrezal izhodni spojini. Glede na to, da smo spojino sušili v sušilniku, obstaja verjetnost, 
da bromid pri višji temperaturi razpada, zato smo nadaljnje bromirane produkte sušili na 
sobni temperaturi. Tudi pri sintezi spojine 10 se je na tankoplastnem kromatogramu pojavila 
lisa stranskega produkta, ki bi ga lahko pojasnili po prej omenjenem mehanizmu dvojnega 
bromiranja, posebnost sinteze pa je ta, da produkt na kromatogramu ni potoval. Verjetno je 
nastala sol produkta s protoniranim dušikom na aromatu, ki jo dopolnjujejo negativno nabiti 
bromidni ioni v reakcijski zmesi. 
 
5.3 ACILIRANJE METILINDOLA 
Sintezo aciliranega metilindola (12) smo izvedli po principu Vilsmeier-Haack-ove reakcije. 
Med aromatskim obročem in acil kloridom ali anhidridom poteče elektrofilna aromatska 
substitucija, pri kateri se odcepi kislina HCl. Pri reakciji smo kot acil klorid uporabili N,N-
DMF. Dodali smo tudi katalizator POCl₃, Lewisovo kislino, ki mora biti prisotna, da 
preprečimo nastanek kompleksov substrata ali produkta. Z NMR analizo produkta reakcije 
4.3.1 smo ugotovili, da se je na obroč vezala aldehidna skupina, ne pa acetilna. Pri 
naslednjem poskusu sinteze 3-(α-kloroacetil)-2-metilindola smo kot reagent dodali 
kloroacetil klorid in piridin. Aktiviran klor na α položaju je napadel mesto 3 v indolnem 
obroču, ki je aktivirano za elektrofilne aromatske substitucije. NMR spekter je vseboval 
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zmes produkta in izhodne spojine, zato smo produkt zavrgli. Reakcijo s kloroacetil kloridom 
smo ponovili, le da nismo uporabili bazičnega piridina, kot topilo pa smo dodali dioksan.  
Pri poskusu sinteze 4.5.1 smo z istim postopkom želeli acilirati 5-metoksi-1H-indol. Ker 
metoksi substituent na obroču poveča nukleofilnost aminske skupine, pa se je reagent vezal 
na dušikov atom, ne na obroč. 
 
5.4 SINTEZA KONČNIH SPOJIN 
Zadnjo stopnjo sinteze smo izvedli z reakcijo nukleofilne substitucije med α-bromo ketoni 
in triazolom. Elektronegativni brom odtegne elektrone ogljika, ki zato postane dober 
elektrofil, brom pa je dobra izstopajoča skupina. Tiolna skupina triazola kot nukleofil napade 
elektrofilni ogljik in tvori novo vez med spojinama, kot stranski produkt pa nastane kislina 
HBr, pri spojini 19 pa HCl. Pri sintezah spojin 20, 25, 26 in 29 smo uporabili tisto oborino 
iz reakcije nastanka triazola, ki ni bila čista. Nečistote so v reakcijah vplivale tudi na to, da 
produkt ni nastal oziroma je nastal v nezadostni količini. Reakcijo smo najprej izvajali v 
topilu EtOH, ki vsebuje hidroksi skupino, ki je lahko kompetitiven nukleofil tiolni skupini 
triazola. Z analizo NMR spektra pri poskusih sinteze spojin 15, 18 in 20 smo ugotovili, da 
je hidroksi skupina kot nukleofil napadla elektrofilni ogljik v spojinah bromidov in je nastal 
eter. Zato smo namesto EtOH uporabljali CH₃CN, ki z reagentoma ne reagira. 
 
5.5 SINTEZA ALKILIRANIH DERIVATOV 
Spojine 27, 28 in 30 smo sintetizirali iz spojine 25 z alkilacijo –OH skupine. Reagenti, ki 
smo jih dodali, so bili alkil halidi s Cl in Br atomoma, ki povečata elektrofilnost sosednjega 
ogljika in sta dobri izstopajoči skupini. Stranski produkt reakcije je kislina HBr ali HCl, ki 
smo jo nevtralizirali z bazo K₂CO₃. Na tankoplastnem kromatogramu so vidne tudi lise 
stranskih produktov, ki so lahko posledica reakcije alkil halida z drugimi reaktivnimi mesti 
v izhodni spojini, na primer z α-ogljikom, ki ima zaradi prisotnosti elektronegativnega kisika 
in žvepla delno pozitiven naboj in predstavlja dober elektrofilni center. 
 
5.6 HIDROLIZA ESTRA 
Spojino 31 smo dobili s hidrolizo esterske vezi spojine 30 ob prisotnosti baze NaOH. Nastala 
je natrijeva sol, zato smo produkt izolirali z ekstrakcijo po nakisanju reakcijske zmesi.  
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5.7 HIDROLIZA NITRILNE SKUPINE DO KARBOKSAMIDA 
Pri poskusih sinteze spojin 4.5.2 in 4.5.6 smo nitrilnemu derivatu končne spojine dodali bazo 
KOH v vlogi katalizatorja in izvedli reakcijo adicije vode na ciano skupino, kar vodi v 
nastanek amidne skupine, v naslednji stopnji nukleofilne substitucije pa v nastanek 
karboksilne kisline. Lisa produkta na tankoplastnem kromatogramu pri poskusu sinteze 4.5.2 
je ostala na začetku poti, kar nakazuje na to, da je reakcija potekla do konca in je nastala 
kislina. Ko smo kromatogram obarvali z bromkrezol zelenim, se lisa ni obarvala, kar je 
ovrglo našo hipotezo o nastanku kisline. Pri poskusu sinteze 4.5.6 je NMR spekter 
predstavljal izhodno triazolno spojino, sklepamo torej, da je spojina pod pogoji rekacije 
razpadla. 
 
5.8 SINTEZA TIOKETONOV  
Lawessonov reagent je značilen za reakcijo pretvorbe ketonov v tioketone. Za uspešen potek 
reakcije je potrebno ketonu dodati presežek Lawessonovega reagenta (Slika 6), reakcija pa 
mora potekati v suhem prostoru in pri povišani temperaturi.  
 
Slika 6: Lawessonov reagent. Vir: (51). 
Reakcija poteče tako, da se reagent veže na keton in tvori komplekse (Slika 7), ki preko 
nastanka vezi P=O vodijo do nastanka tioketona. Sinteze z Lawessonovim reagentom, ki 
smo jih poskusili izvesti (poskusi 4.5.3, 4.5.4, 4.5.5), sodeč po kromatogramu tankoplastne 
kromatografije in analize NMR spektra niso dale želene spojine. Glede na lise lahko 
sklepamo, da je ostalo nekaj izhodne spojine, ki ni zreagirala, nastali pa so tudi drugi 
produkti. Glede na to, da smo reakcijam dodali 0,7 – 1,4 eq Lawessonovega reagenta je 
mogoče, da reagent ni bil prisoten v dovolj velikem presežku. Možno je tudi, da je bil moteč 
faktor vlaga iz zraka, ki je onemogočala potek reakcije, saj ni potekala v suhem prostoru. 
Razlog pa je lahko zelo verjetno tudi to, da keton ni bil dovolj aktiviran za potek te reakcije. 
Nastali stranski produkti so lahko kompleksi in ionizirani intermediati reakcije, za potrditev 
tega sklepa pa bi morali opraviti NMR analizo produktov. 
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Slika 7: Potek reakcije nastanka tioketona z Lawessonovim reagentom. Prirejeno po: (51). 
 
5.9 BIOKEMIJSKO TESTIRANJE SPOJIN 
Kot osnovo za sintezo spojin smo uporabili spojino Z9, ki so ji z encimskim testiranjem na 
Fakulteti za farmacijo v Ljubljani določili najmočnejšo zaviralno aktivnost katepsina X. 
Rezidualna aktivnost (RA) je razmerje med aktivnostjo inhibiranega encima in encima brez 
zaviralca (RA = 100 %). Spojino Z9 smo resintetizirali (spojina 21), testirali pa smo obe. 
Prvi smo določili rezidualno aktivnost 32 %, drugi pa  36 %. Vse pojine smo testirali pri 
koncentraciji 50 µM (Slika 8 in Preglednica 3). 
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Slika 8: Graf rezidualnih aktivnosti sintetiziranih spojin. 
S testiranjem smo ugotovili, da nobena izmed sintetiziranih spojin nima nižje rezidualne 
aktivnosti v primerjavi s spojino Z9. Njej najbolj primerljivo rezidualno aktivnost imata 
spojini 29 (38 %) in 14 (39 %). Obema spojinama je skupen benzenov obroč, ki ima na mestu 
4 vezan heteroatom (O ali N) z obkrožajočim alkilnim delom. Heteroatoma bi lahko bila v 
S2 žepu odgovorna za tvorbo vodikovih vezi s –COOH in -CONH₂ skupino aminokislinskih 
ostankov Asn75 in Asp76, hidrofobni alkilni del pa bi lahko s hidrofobnimi interakcijami 
ojačal vezavo.  
Preostali dve spojini, ki sta izkazovali rezidualno aktivnost, manjšo od 50 %, sta spojini 13 
(RA = 44 %) in 17 (RA = 49 %). Spojina 13 z indolnim obročem vsebuje dušikov 
heteroatom, katere položaj je bližje osrednjemu delu spojine, spojina 17 pa vsebuje 
heteroatom na orto položaju. Sklepamo lahko torej, da je za dobro zaviralno aktivnost 
potreben tako heteroatom, kot tudi hidrofoben alkilni del na distalnem delu molekule. Vsaka 
od spojin 13 in 17 vsebuje hidrofobni element in heteroatom, vendar se zaradi neugodnega 
proksimalnega položaja slabše vežeta v S2 vezavni žep encima. 
Ostale spojine imajo rezidualno aktivnost encima večjo od 50 %. Najmanj aktivne so spojine 
s polarnimi substituenti. Spojini 22 in 26 sta popolnoma neaktivni, saj je aktivnost encima 
ostala 100 %. 
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Preglednica 2: Strukture spojin in njihove rezidualne aktivnosti. 
Oznaka 
spojine 
Struktura molekule 
Rezidualna 
aktivnost 
(RA) 
13 
 
44 % 
14 
 
39 % 
15 
 
66 % 
16 
 
73 % 
17 
 
49 % 
18 
 
79 % 
19 
 
62 % 
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20 
 
93 % 
21 
 
36 % 
22 
 
101 % 
23 
 
77 % 
24 
 
75 % 
25 
 
73 % 
26 
 
100 % 
27 
 
69 % 
28 
 
63 % 
50 
 
29 
 
37 % 
30 
 
60 % 
31 
 
85 % 
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6. SKLEP 
V sklopu magistrske naloge smo preverjali odnos med strukturo in delovanjem spojin, 
sintetiziranih na osnovi spojine Z9, ki smo ji spreminjali benzodioksanski del. Spojino Z9 
smo resintetizirali, nato pa smo pripravili še 18 drugih spojin, ki predstavljajo potencialne 
zaviralce katepsina X. Triazolnemu obroču smo dodali fenonske in indolne derivate, nato pa 
smo preverili njihovo zaviralno aktivnost z biokemijskim testiranjem na encimu katepsin X. 
Najmočnejšo zaviralno delovanje so pokazale spojine 13, 14, 17 in 29. Spojinam je skupen 
hidrofoben del strukture, ki bi se v vezavno mesto hidrofobnega žepa S2 lahko vezal preko 
hidrofobnih interakcij, ter heteroatom distalno od sredine molekule, sposoben tvorbe 
vodikovih vezi z aminokislinskima ostankoma Asn75 in Asp76. Najmanj aktivne so bile 
spojine s polarnimi substituenti na obroču. Najbolj aktivnim spojinam tega testiranja bi bilo 
smiselno v prihodnosti ovrednotiti delovanje s testiranjem spojin na celičnih linijah. 
Spojine, sintetizirane v okviru te naloge predstavljajo dobro osnovo za nadaljnje načrtovanje 
in sintezo spojin, ki bi na podlagi izboljšanih vezavnih lastnosti in posledično njihove 
zaviralne aktivnosti lahko predstavljale izhodišče za razvoj učinkovine, ki bi upočasnila 
napredovanje nevrodegenerativnih bolezni in s tem izboljšala kakovost življenja pacientov 
s tovrstnimi boleznimi in njihovih svojcev, ter za razvoj protitumorske učinkovine – 
zdravila, ki bi reševalo življenja. 
  
52 
 
7. LITERATURA 
1. Nguyen T. T. H., Myrold D. D., Mueller R. S.: Distributions of Extracellular Peptidases 
Across Prokaryotic Genomes Reflect Phylogeny and Habitat. Front Microbiol 2019; 5(10): 
413.  
2. Rao M. B., Tanksale A. M., Ghatge M. S., Deshpande V. V.: Molecular and biotechnological 
aspects of microbial proteases. Microbiol Mol Biol Rev 1998; 62(3): 597-635. 
3. https://www.ebi.ac.uk/merops/about/classification.shtml (dostopano: 11. 10. 2019) 
4. Rawlings N. D., Barrett A. J.: Evolutionary families of peptidases. Biochem. J. 1993; 
15(290): 205-218. 
5. Brix K., Dunkhorst A., Mayer K., Jordans S.: Cysteine cathepsins: cellular roadmap to 
different functions. Biochimie 2008; 90(2): 194-207. 
6. Chapman H. A., Riese R. J., Shi G. P.: Emerging roles for cysteine proteases in human 
biology. Annu Rev Physiol 1997; 59: 63-88. 
7. Verma S., Dixit R., Pandey K. C.: Cysteine Proteases: Modes of Activation and Future 
Prospects as Pharmacological Targets. Front Pharmacol 2016; 25(7): 108. 
8. Kos J., Jevnikar Z., Obermajer N.: The role of cathepsin X in cell signaling. Cell Adhesion 
& Migration 2009; 3(2): 164-166. 
9. Leung-Toung R., Li W., Tam T. F., Karimian K.: Thiol-dependent enzymes and their 
inhibitors: a review. Curr Med Chem 2002; 9(9): 979-1002. 
10. Paulick M. G., Bogyo M.: Development of activity-based probes for cathepsin X. ACS 
Chem Biol 2011; 6(6): 563-572. 
11. Kos J., Vižin T., Fonović Pečar U., Pišlar A.: Intracellular signaling by cathepsin X: 
molecular mechanisms and diagnostic and therapeutic opportunities in cancer. Semin Cancer 
Biol 2015; 31: 76-83. 
12. Pišlar A., Perišić Nanut M., Kos J.: Lysosomal cysteine peptidases - Molecules signaling 
tumor cell death and survival. Semin Cancer Biol 2015; 35: 168-179. 
13. Sivaraman J., Nägler D. K., Zhang R., Ménard R., Cygler M.: Crystal structure of human 
procathepsin X: a cysteine protease with the proregion covalently linked to the active site 
cysteine. J Mol Biol 2000; 295(4): 939-951. 
14. Elsässer B., Zauner F. B., Messner J., Soh W. T., Dall E., Brandstetter H.: Distinct Roles of 
Catalytic Cysteine and Histidine in the Protease and Ligase Mechanisms of Human 
Legumain As Revealed by DFT-Based QM/MM Simulations. ACS Catal 2017; 7(9): 5585–
5593. 
53 
 
15. Gunčar G., Klemenčič I., Turk B., Turk V., Karaoglanovič-Carmona A., Juliano L., Turk 
D.: Crystal structure of cathepsin X: a flip-flop of the ring of His23 allows carboxy-
monopeptidase and carboxy-dipeptidase activity of the protease. Structure 2000; 8(3): 305-
313. 
16. Devanathan G., Turnbull J. L., Ziomek E., Purisima E. O., Ménard R., Sulea T.: Carboxy-
monopeptidase substrate specificity of human cathepsin X. Biochem Biophys Res Commun 
2005; 329(2): 445-452. 
17. Choe Y., Leonetti F., Greenbaum D. C., Lecaille F., Bogyo M., Brömme D., Ellman J. A., 
Craik C. S.: Substrate profiling of cysteine proteases using a combinatorial peptide library 
identifies functionally unique specificities. J Biol Chem 2006; 281(18): 12824-12832.  
18. Nascimento F. D., Rizzi C. C., Nantes I. L., Stefe I., Turk B., Carmona A. K., Nader H. B., 
Juliano L., Tersariol I. L.: Cathepsin X binds to cell surface heparan sulfate proteoglycans. 
Arch Biochem Biophys 2005; 436(2): 323-332. 
19. Chapman H. A., Riese R. J., Shi G. P.: Emerging roles for cysteine proteases in human 
biology. Annu Rev Physiol 1997; 59: 63-88. 
20. Hynes R. O.: Integrins: bidirectional, allosteric signaling machines. Cell 2002; 110(6): 673-
687. 
21. Obermajer N., Premzl A., Zavašnik Bergant T., Turk B., Kos J.: Carboxypeptidase cathepsin 
X mediates β2-integrin-dependent adhesion of differentiated U-937 cells. Exp Cell Res 2006; 
312(13): 2515-2527. 
22. Gouttefangeas C., Schuhmacher J., Dimitrov S.: Adhering to adhesion: assessing integrin 
conformation to monitor T cells. Cancer Immunol Immunother 2019. 
23. Lechner A. M., Assfalg-Machleidt I., Zahler S., Stoeckelhuber M., Machleidt W., Jochum 
M., Nägler D. K.: RGD-dependent binding of procathepsin X to integrin αvβ3 mediates cell-
adhesive properties. J Biol Chem 2006; 281(51): 39588-39597. 
24. Obermajer N., Repnik U., Jevnikar Z., Turk B., Kreft M., Kos J.: Cysteine protease cathepsin 
X modulates immune response via activation of β2 integrins. Immunology 2008; 124(1): 76-
88. 
25. Obermajer N., Švajger U., Bogyo M., Jeras M., Kos J.: Maturation of dendritic cells depends 
on proteolytic cleavage by cathepsin X. J Leukoc Biol 2008; 84(5): 1306-1315. 
26. Jevnikar Z., Obermajer N., Pečar-Fonović U., Karaoglanovič-Carmona A., Kos J.: Cathepsin 
X cleaves the β2 cytoplasmic tail of LFA-1 inducing the intermediate affinity form of LFA-
1 and α-actinin-1 binding. Eur J Immunol 2009; 39(11): 3217-3227. 
54 
 
27. Jevnikar Z., Obermajer N., Doljak B., Turk S., Gobec S., Švajger U., Hailfinger S., Thome 
M., Kos J.: Cathepsin X cleavage of the β2 integrin regulates talin-binding and LFA-1 
affinity in T cells. J Leukoc Biol 2011; 90(1): 99-109. 
28. Jevnikar Z., Obermajer N., Kos J.: Cysteine protease-mediated cytoskeleton interactions 
with LFA-1 promote T-cell morphological changes. Cell Motil Cytoskeleton 2009; 66(11): 
1030-1040. 
29. Pišlar A., Kos J.: Cysteine cathepsins in neurological disorders. Mol Neurobiol 2014; 49(2): 
1017-1030. 
30. Obermajer N., Jevnikar Z., Doljak B., Sadaghiani A. M., Bogyo M., Kos J.: Cathepsin X-
mediated β2 integrin activation results in nanotube outgrowth. Cell Mol Life Sci 2009; 66(6): 
1126-1134. 
31. Pirkmajer S.: Patološka fiziologija, 1. izdaja, UL MF, Inštitut za patološko fiziologijo, 
Ljubljana, 2015: 51, 263-264, 269-270. 
32. Vizin T., Christensen I. J., Nielsen H. J., Kos J.: Cathepsin X in serum from patients with 
colorectal cancer: relation to prognosis. Radiol Oncol 2012; 46(3): 207-212. 
33. Löser R., Pietzsch J.: Cysteine cathepsins: their role in tumor progression and recent trends 
in the development of imaging probes. Front Chem 2015; 3: 37. 
34. Jevnikar Z., Obermajer N., Bogyo M., Kos J.: The role of cathepsin X in the migration and 
invasiveness of T lymphocytes. J Cell Sci 2008; 121(16): 2652-2661. 
35. Akkari L., Gocheva V., Kester J. C., Hunter K. E., Quick M. L., Sevenich L., Wang H. W., 
Peters C., Tang L. H., Klimstra D. S., Reinheckel T., Joyce J. A.: Distinct functions of 
macrophage-derived and cancer cell-derived cathepsin Z combine to promote tumor 
malignancy via interactions with the extracellular matrix. Genes Dev 2014; 28(19): 2134-
2150. 
36. Akkari L., Gocheva V., Kester J. C., Hunter K. E., Quick M. L., Sevenich L., Wang H. W., 
Peters C., Tang L. H., Klimstra D. S., Reinheckel T., Joyce J. A.: Distinct functions of 
macrophage-derived and cancer cell-derived cathepsin Z combine to promote tumor 
malignancy via interactions with the extracellular matrix. Genes Dev 2014; 28(19): 2134-
2150. 
37. Pečar Fonović U., Jevnikar Z., Rojnik M., Doljak B., Fonović M., Jamnik P., Kos J.: Profilin 
1 as a target for cathepsin X activity in tumor cells. PLoS One 2013; 8(1): 53918. 
38. Kraus S., Fruth M., Bunsen T., Nägler D. K.: IGF-I receptor phosphorylation is impaired in 
cathepsin X-deficient prostate cancer cells. Biol Chem 2012; 393(12): 1457-1462. 
55 
 
39. Mitrović A., Pečar Fonović U., Kos J.: Cysteine cathepsins B and X promote epithelial-
mesenchymal transition of tumor cells. Eur J Cell Biol 2017; 96(6): 622-631. 
40. Teller A., Jechorek D., Hartig R., Adolf D., Reißig K., Roessner A., Franke S.: Dysregulation 
of apoptotic signaling pathways by interaction of RPLP0 and cathepsin X/Z in gastric cancer. 
Pathol Res Pract 2015; 211(1): 62-70. 
41. Pišlar A., Tratnjek L., Glavan G., Živin M., Kos J.: Upregulation of Cysteine Protease 
Cathepsin X in the 6-Hydroxydopamine Model of Parkinson's Disease. Front Mol Neurosci 
2018; 11: 412. 
42. Haque A., Polcyn R., Matzelle D., Banik N. L.: New Insights into the Role of Neuron-
Specific Enolase in Neuro-Inflammation, Neurodegeneration, and Neuroprotection. Brain 
Sci 2018; 8(2), pii: E33. 
43. Pišlar A., Božič B., Zidar N., Kos J.: Inhibition of cathepsin X reduces the strength of 
microglial-mediated neuroinflammation. Neuropharmacology 2017; 114: 88-100. 
44. Ábrányi-Balogh P., Petri L., Imre T., Szijj P., Scarpino A., Hrast M., Mitrović A., Fonovič 
U. P., Németh K., Barreteau H., Roper D. I., Horváti K., Ferenczy G. G., Kos J., Ilaš J., 
Gobec S., Keserű G. M.: A road map for prioritizing warheads for cysteine targeting covalent 
inhibitors. Eur J Med Chem 2018; 160: 94-107. 
45. Zavašnik-Bergant T.: Cystatin protease inhibitors and immune functions. Front Biosci 2008; 
13: 4625-4637. 
46. https://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/e3132?lang=en&region=SI&gclid=
CjwKCAjwxaXtBRBbEiwAPqPxcJ7w8tF89h1fqAhVMqKA56rbFpK-
yLRt7agXWtZp0Fe0GFkXnSjPKxoCqhYQAvD_BwE (dostopano: 20. 10. 2019)  
47. Kos J., Mitrović A., Mirković B.: The current stage of cathepsin B inhibitors as potential 
anticancer agents. Future Med Chem 2014; 6(11): 1355-1371. 
48. Hashida S., Towatari T., Kominami E., Katunuma N.: Inhibitions by E-64 derivatives of rat 
liver cathepsin B and cathepsin L in vitro and in vivo. J Biochem 1980; 88(6): 1805-1811. 
49. Sadaghiani A. M., Verhelst S. H., Gocheva V., Hill K., Majerova E., Stinson S., Joyce J. A., 
Bogyo M.: Design, synthesis, and evaluation of in vivo potency and selectivity of 
epoxysuccinyl-based inhibitors of papain-family cysteine proteases. Chem Biol 2007; 14(5): 
499-511. 
50. Fonović U. P., Mitrović A., Knez D., Jakoš T., Pišlar A., Brus B., Doljak B., Stojan J., Žakelj 
S., Trontelj J., Gobec S., Kos J.: Identification and characterization of the novel reversible 
and selective cathepsin X inhibitors. Sci Rep 2017; 7(1): 11459. 
56 
 
51. Legnani L., Toma L., Caramella P., Chiacchio M.A., Giofrè S., Delso I., Tejero T., Merino 
P.: Computational Mechanistic Study of Thionation of Carbonyl Compounds with 
Lawesson's Reagent. J Org Chem 2016; 81(17): 7733-7740. 
 
